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RESUMEN
Las células mieloides supresoras (MDSCs) constituyen una población de células de linaje 
mieloide, características inmaduras y alta capacidad inmunosupresora. Su papel en enfermedades 
autoinmunes, y sobre todo, aquellas del sistema nervioso central (SNC), está en actual evolución. 
Entre ellas, la esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad con un alto componente autoinmune y 
que conlleva un grado variable de desmielinización, siendo la variante más frecuente la remitente-
recurrente, con fases de incremento de síntomas seguidas de períodos de remisión. Para que 
se produzca esa transición, es necesaria la participación de agentes celulares y moleculares que 
limiten la respuesta inmune y favorezcan la reparación del tejido. A este respecto, las MDSCs se han 
demostrado estar presentes a lo largo del curso clínico del modelo animal más usado para la esclerosis 
múltiple, la encefalomielitis experimentar autoinmune (EAE), infiltrándose en el SNC y promoviendo 
la apoptosis de los linfocitos T autorreactivos. La alta plasticidad de estas células y su capacidad de 
adquirir funciones pro- o anti-inflamatorias dependiendo del ambiente circundante, abre las puertas 
para su modulación farmacológica. Además, el viraje funcional hacia la activación alternativa de 
las células del sistema inmune se ha relacionado con efectos neuroprotectores y regeneradores 
sobre los oligodendrocitos en todo su linaje y sobre la mielina. Sin embargo, la contribución de las 
MDSCs en estos procesos está aún por explorar. En la presente Tesis Doctoral se demuestra no sólo 
la modulación de esta población con uno de los fármacos de primera línea en EM, el IFN-ß, hacia 
un fenotipo más inmunosupresor; sino la conexión directa entre su contenido periférico (en órganos 
inmunes) y central (SNC) con el grado de destrucción/regeneración tisular y las consecuencias a 
nivel clínico. Además, se describen por primera vez los efectos de las MDSCs sobre la proliferación, 
supervivencia, migración y diferenciación de las células precursoras de oligodendrocitos (OPCs), 
así como sobre los procesos de remielinización. De este modo, esta Tesis Doctoral sienta las bases 
para el desarrollo de nuevas herramientas terapéuticas que conlleven el manejo de este plástico 
tipo celular en diversos aspectos de la esclerosis múltiple, tanto como herramienta terapéutica y 
de pronóstico, así como para el diseño de estrategias de reparación de la lesiones desmielinizantes.
ABSTRACT
The MDSCs represent a population of cells of the myeloid lineage, with immature properties 
and a high immunosuppressive activity. Their role in autoimmune diseases, and above all, those of 
the central nervous system, is under intense research. Among them, multiple sclerosis is a disease 
with a relevant autoimmune component, accompanied by a variable degree of demyelination. The 
Relapsing-Remitting  is the most frequent multiple sclerosis clinical variant, characterized by phases 
with increasing neurological symptoms (relapses) and periods of partial recovery (remissions). 
This implies the existence of cellular immunomodulatory agents to promote the relapsing-to-
remitting transition and the tissue repair. MDSCs have been shown to transiently enter the spinal 
cord of EAE mice, showing a parallel density to the severity of the symptoms, and participate in 
the control of the immune response by accelerating T cell apoptosis. The high plasticity of these 
cells and their capacity to acquire both pro- and anti-inflammatory functions depending on the 
surrounding environment set the basis for their pharmacological modulation. Besides, the functional 
switch towards the alternative activation of the immune cells has been related to neuroprotective/
neuroregenerative effects over oligodendrocytes and myelin. However, the contribution of MDSCs 
in these processes is still unexplored. In the current PhD Thesis it is shown not only the MDSC 
modulation by one of the first-line drugs for MS, i.e IFN-ß, towards an enhanced immunosuppressive 
phenotype; but also the direct conection between their peripheral (immune organs) and central 
content with the degree of tissue disruption/regeneration and the clinical consequences. In 
addition to that, the effects of the MDSC soluble factors over the proliferation, survival, migration 
and differentiation of OPCs, as well as their role in remyelination, are firstly described. This PhD 
Thesis adds new insights into the design of new therapeutic tools involving the management 
of MDSCs in various aspects of multiple sclerosis, both as a therapeutic and prognostic tool, 
together with the development of new strategies for the repair of the demyelinating lesions.
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1. Esclerosis múltiple y modelos animales
 » Definición y  epidemiología
en la última década a 3 (Alonso y Hernan, 2008; 
Browne et al., 2014; Sospedra y Martin, 2005). 
Además, se ha observado una mayor agresividad 
de la enfermedad en el sexo masculino, con 
diferencias observables en el volumen cerebral. 
Sin embargo, cuyo la enfermedad debuta en 
edades más tardías, entre los 45 y los 50  años, 
el ratio se iguala entre sexos  y desaparecen las 
diferencias de volumen (Rojas et al., 2016). La 
EM tiene una mayor prevalencia e incidencia 
en Europa, Canadá, Estados Unidos, Nueva 
Zelanda y Australia, siendo menos común en 
Asia y en los trópicos y subtrópicos. En regiones 
de clima templado, la incidencia y prevalencia 
aumenta con la latitud (para una revisión, ver 
Ascherio y Munger, 2016). Asimismo, el riesgo 
de padecer EM varía en función de la raza, 
siendo mayor en blancos con ascendientes del 
norte de Europa, aunque dos recientes estudios 
apuntan a que la incidencia entre personas de 
raza blanca y negra se ha igualado, al menos en 
Estados Unidos. Aunque se desconoce el origen 
de este equilibrio se apunta a la disminución de 
los niveles de vitamina D en la población negra, 
factor ambiental de riesgo como se explicará 
más adelante  (Ascherio y Munger, 2016). 
La etiología de la EM es aún desconocida, 
aunque diferentes estudios han involucrado en 
la misma tanto predisposición genética como 
factores ambientales (Ascherio y Munger, 2016; 
La esclerosis múltiple (EM) es la 
enfermedad crónica inflamatoria, autoinmune 
y degenerativa del sistema nervioso central 
(SNC), caracterizada por ir asociada a 
patología de células de la glía (especialmente 
oligodendrocitos y sus precursores), junto con 
procesos de desmielinización, daño axonal, 
e inflamación y a día de hoy incurable. 
Es una enfermedad con un comienzo de 
síntomas temprano en la edad adulta, entre 
los 20 y los 40 años y afecta actualmente a 
alrededor de 2,3 millones de personas en 
todo el mundo y alrededor de 700.000 en 
Europa, convirtiéndose en la enfermedad 
crónica inflamatoria del SNC más prevalente 
del mundo desarrollado  y representyo una 
reducción de la esperanza de vida de 5 a 10 
años (Browne et al., 2014; Sospedra y Martin, 
2005). Cursa con afectación neurológica 
variable, de ahí la denominación de “múltiple” 
o más comúnmente, “la enfermedad de las 
mil caras”, y es la mayor causa de disfunción 
neurológica no traumática en adultos jóvenes. 
Como demuestra un estudio epidemiológico de 
2008, el ratio de la incidencia de EM mujeres 
versus hombres es de 2,3 como ocurre en 
la mayoría de enfermedades consideradas 
autoinmunes, ratio que se ha visto incrementado 
 » Etiología
2Reich et al., 2018; Sadovnick et al., 2017). 
Entre los datos que apuntan a una 
contribución genética está el hecho de que 
la EM tiene una tasa de recurrencia familiar 
del 20 %, lo que supone que las personas 
con un familiar de primer grado afectado 
tienen entre un 2 y 4% más riesgo de EM (en 
contraposición con el 0,1% de la población 
general, Compston y Coles, 2008); y que la 
concordancia entre gemelos homocigóticos es 
de entre un 30 y un 50 % (Ascherio y Munger, 
2016). De entre los 200 genes encontrados por 
estudios de asociación de genoma completo 
(genome wide association studies, GWAS por 
sus siglas en inglés) que confieren un mayor 
riesgo de afectación, la mayoría de ellos 
relacionados con vías de señalización de la 
respuesta inmune, los más significativos son 
los relacionados con el complejo mayor de 
histocompatibilidad (MHC, o human leukocyte 
antigen en humanos, HLA), hla-dr y –dq, 
siendo el haplotipo HLA-DR15 el más común 
en pacientes de raza caucásica (Sospedra y 
Martin, 2005).  Los genes asociados con este 
haplotipo comprenden citoquinas de la familia 
de TGF-ß (transforming growht factor) y TNF 
(tumor necrosis factor) , IL- 1 (interleukin 1) 
y el antagonista del receptor de IL-1, CTLA-4 
(cytotoxic T lymphocyte-associated antigen) y 
el receptor de estrógenos (Sospedra y Martin, 
2005). Otros polimorfismos en genes como 
el receptor de quimiocinas 2 (C-C chemokine 
receptor type 2, ccr2), el receptor α de IL-10, 
y el ligando de Fas (fas-L) se han propuesto 
como factores protectores; mientras que el 
receptor de quemoquinas 5 (C-C chemokine 
receptor type 2, ccr5), IL-10, el receptor α 
de IL-4, el receptor ß de IL-2, el interferón γ 
(ifn-γ) y  la vitamina D representan un factor 
de riesgo (Nielsen et al., 2017b). En cuanto a 
genes relacionados con el SNC, polimorfismos 
en genes como la proteína básica de mielina 
(myelin basic protein, mbp), la molécula de 
señalización Notch4, el factor neurotrófico 
ciliar (cilliary neutrophic factor, cnf) y el 
factor activador de la esfingomielinasa neutra 
han sido relacionados con riesgo de desarrollo 
de EM. Además, también se ha encontrado 
asociación entre el alelo de la apolipoproteína E4 
(ApoE4) con una mayor severidad/progresión 
de la enfermedad (Dyment et al., 2004).
  La controversia que existe respecto a la 
contribución de factores genéticos a la etiología 
de EM, principalmente debido a la baja tasa de 
concordancia entre gemelos idénticos (Fagnani 
et al., 2015; McFarly, 1992), apunta a la 
contribución de factores ambientales. Entre los 
mayores riesgos ambientales podemos encontrar 
la latitud (con mayor incidencia en climas 
templados, como se ha descrito en el epígrafe 
anterior), con su correspondiente reflejo en una 
menor exposición solar y por lo tanto, producción 
de vitamina D, y en la exposición a patógenos 
propios de esas regiones geográficas. Además, 
otros factores como una dieta hipercalórica o 








riesgo para la EM. La dieta y la composición de 
la flora intestinal bacteriana (microbioma) son 
objeto de un intenso estudio en los últimos años, 
derivado de estudios en modelos animales y en 
pacientes (Berer et al., 2017). Entre las infecciones 
que se asocian a la probabilidad de padecer EM 
se encuentra la mononucleosis por una infección 
temprana (durante la adolescencia) con el virus 
Epstein-Barr. Otros agentes infecciosos como otros 
herpesvirus y retrovirus, se han propuesto como 
los candidatos más apropiados para explicar la 
etiología de EM (Leibovitch y Jacobson, 2018). 
Entre los mecanismos que apoyan el origen viral de 
la EM se encontraría el mimetismo molecular  y la 
interferencia con procesos que limiten la respuesta 
de células autorreactivas (Reich et al., 2018).
 » Variantes clínicas y severidad de la 
esclerosis múltiple
La afectación neurológica en EM es variable y 
puede ser total o en forma de episodios de afectación 
parcial reversibles, duryo entre días y semanas. 
Los principales signos clínicos incluyen pérdida 
de visión, disfunciones sensoriales y motoras, 
fatiga, cambios neurocognitivos, depresión, y 
pérdida de funciones urinarias, gastrointestinales 
y sexuales, entre otros, dependiendo de la zona 
del SNC afectada (Compston y Coles, 2008). Así, 
la pérdida de visión y/o visión monocular se 
deben a episodios de neuritis óptica, la debilidad 
en extremidades y pérdida sensorial a mielitis 
transversa , la visión doble a disfunción del tronco 
del encéfalo y la ataxia a lesión en el cerebelo. 
Esta sintomatología se presenta dentro 
de cuatro formas evolutivas de la enfermedad 
(Figura 1). La mayoría de los pacientes debuta 
con un episodio agudo que afecta a una o varias 
zonas del SNC, lo que se conoce como “síndrome 
clínicamente aislado” (del inglés CIS, clinically 
isolated síndrome). A partir de este momento, 
la posibilidad de un segundo episodio se 
incrementa desde un 50 % a los dos años del CIS 
a un 82 % a los 20 años (Fisniku et al., 2008). 
Así, la variante más frecuente (un 85 %) de EM 
es la “remitente-recurrente” (EM-RR; Figura 
1 A), con fases de incremento de la afectación 
neurológica (período recurrente) seguidos de 
períodos de desaparición total o parcial de 
los síntomas. Esta variante es dos veces más 
probable en mujeres que en hombres, es la más 
frecuente entre mujeres jóvenes de entre 25 
y 30 años (Trapp y Nave, 2008; Zuvich et al., 
2009), y presenta altos niveles de marcadores 
inflamatorios (Lassmann et al., 2011). Entre 
entre 10 y 20 años de debut de la enfermedad, 
la presencia de secuelas tras la  recuperación 
de cada episodio es mayor, acumulándose la 
afectación.  En estos casos (65 %) se desarrolla 
la variante “secundaria progresiva” (EM-SP; 
Figura 1B).En esta variante, el incremento de 
la afectación neurológica es constante. En un 
10-15 % de los pacientes, el curso clínico se 
da con un incremento progresivo y crónico de 
los síntomas sin períodos de remisión, lo que 
se denomina variante “primaria progresiva” 
(EM-PP; Figura 1C (Trapp y Nave, 2008; 
4Zuvich et al., 2009). Esta variante aparece con 
una frecuencia igual en los dos sexos (Martin et 
al., 2016; Noseworthy et al., 2000). La edad de 
debut tanto para la variante EM-SP como EM-PP 
es de alrededor de 40 años (Compston y Coles, 
2008; Confavreux y Vukusic, 2006b), exhiben 
bajos niveles de marcadores inflamatorios y 
responden de forma incompleta  a terapias 
inmunomoduladoras. En el 5% restante de 
los pacientes, se da la variante “progresiva 
recurrente” que se caracteriza por un aumento 
progresivo de los síntomas junto con períodos de 
mayor incremento y remisión de los mismos al 
mismo tiempo (Figura 1D; Zuvich et al., 2009).
 
Figura 1. Variantes clínicas de la EM. A-D: 
Gráficos en los que se representa la evolución 
clínica respecto al tiempo en las variantes remitente-
recurrente (A), secundaria progresiva (B), primaria 
progresiva (C) y progresiva recurrente (D). Adaptado 
de Zuvich et al., 2009.
La heteogeneidad encontrada tanto en la 
sintomatología como en las variantes clínicas 
 » Histopatología de la esclerosis múltiple
de la enfermedad está presente también en 
las alteraciones morfológicas que se observan 
con imagen por resonancia magnética (MRI, 
magnetic resonance imaging, por sus siglas en 
inglés)  y en la evaluación histopatológica. La 
EM se caracteriza por la infiltración en el SNC 
de células del sistema inmune, la destrucción de 
mielina y la subsiguiente formación de placas 
escleróticas de contraste aumentado con MRI 
en la sustancia blanca de encéfalo y médula 
espinal. El daño tisular resulta de un compleja 
interacción dinámica entre las células del sistema 
inmune, células de la glía (principalmente 
oligodendrocitos y sus precursores, astrocitos 
y microglía) y neuronas (Reich et al., 2018), 
lo que cristaliza en una clasificación de las 
lesiones en función del contenido del infiltrado 
celular inflamatorio, compuesto por linfocitos 
(T y B) y macrófagos/microglía activados, 
la presencia de daño axonal, de gliosis 
reactiva y de capacidad de remielinización 
(Frohman et al., 2006a). Los tipos de lesiones 
encontradas en tejido post mortem de 
pacientes de EM se describen a continuación 
(y se encuentran resumidas en la Tabla 1).
◊	Lesión desmielinizante activa
Se distinguen por ser de pequeño 
tamaño, con márgenes difusos y generalmente 
localizadas alrededor de un vaso sanguíneo, 
con presencia de infiltrado perivascular, 
compuesto principalmente por linfocitos y 
macrófagos. La lesión puede mostrar un gran 








una gran pérdida de mielina (Ferguson et al., 
1997;Trapp et al., 1998). De hecho, se pueden 
observar macrófagos y microglía fagocíticos, 
con gran carga de mielina en el cuerpo celular. 
Sin embargo, permanecen axones que aún 
conservan la mielina o que han sido parcialmente 
remielinizados (Clemente et al., 2013). 
El análisis de las lesiones activas 
apunta la existencia de distintos patrones 
de desmielinización, pero con uno solo 
predominante en cada paciente (Gold et al., 2006; 
Lucchinetti et al., 2000). Las placas del patrón 
I (presentes en un 15% de los pacientes) están 
caracterizadas por la presencia de linfocitos T y 
macrófagos asociados a destrucción de mielina. 
Las lesiones de patrón II (50% de los pacientes) 
están caracterizadas por la precipitación de 
inmunoglobulinas y proteínas del complemento 
en zonas de desmielinización activa, y una 
gran abundancia de zonas remielinizadas. Las 
lesiones de  patrón III, presentes en alrededor de 
un 30% de pacientes, están caracterizadas por 
la presencia de oligodendrocitos apoptóticos, 
pérdida de la glicoproteína asociada a mielina 
(MAG, del inglés Myelin Associated Protein) 
y microglía activada, con una baja presencia 
e incluso ausencia de linfocitos T y proteínas 
del complemento. Por último, las lesiones con 
patrón IV, más raras (1% de los pacientes) 
se caracterizan por muerte no mediada por 
apoptosis de oligodendrocitos de la periplaca, 
probablemente como consecuencia de una 
disfunción metabólica primaria en este tipo 
celular . Según esta clasificación, se podría 
pensar que en los patrones I y II la mielina sería 
la principal diana de un sistema inmune muy 
activo mientras que en las de patrón III y IV el 
desencadenante de los eventos que desembocan 
en la lesión parece ser una disfunción primaria 
de los oligodendrocitos (Barnett y Prineas, 
2004; Franklin y ffrench-Constant, 2017). 
◊	Lesión desmielinizante crónico-activa
Con un tamaño mayor que la lesión 
activa, en este tipo de lesión se pueden distinguir 
dos zonas concéntricas: placa (centro de la 
lesión) y periplaca (borde). En la periplaca se 
puede observar una acumulación de linfocitos, 
precursores de oligodendrocitos (en adelante 
OPCs, oligodendrocyte precursor cells, 
por sus siglas en inglés) (en adelante OPCs, 
oligodendrocyte precursor cells, por sus siglas 
en inglés) y macrófagos fagocíticos, lo que 
se podría asemejar a una lesión activa. Sin 
embargo, el centro de la lesión o placa tiene 
pocos infiltrados no perivasculares y los axones 
están desmielinizados.  La desmielinización y 
el daño axonal es completo, aunque se puede 
observar remielinización parcial en la periplaca. 
◊	Lesión desmielinizante crónico-inactiva
El tamaño de este tipo de placa es mayor, 
en gran parte debido a la confluencia con 
otras placas. Presenta una desmielinización 
completa y ausencia de OPCs. Los bordes 
están definidos y no presenta remielinización 
6Tabla 1. Características histopatológicas de las lesiones de esclerosis múltiple. Adaptada de (Clemente et al., 
2013).
La desregulación del sistema inmune que 
ocurre en la EM es multifactorial, y aunque 
en las últimas décadas se han empezado a 
acumular evidencias de la influencia de factores 
genéticos y ambientales, como se ha descrito en 
el epígrafe anterior, el establecimiento del evento 
desencadenante y si éste es intrínseco o extrínseco 
al SNC está aún en intenso debate.  Sin embargo, 
estudios en modelos animales de EM, así como 
el análisis de las poblaciones de células inmunes 
y sus productos en líquido cefalorraquídeo 
(LCR)  y sangre de pacientes han desvelado 
un papel primordial de la respuesta inmune 
adaptativa (Kipp et al., 2012). Algunos autores 
consideran que  la EM se inicia como un proceso 
inflamatorio que desarrolla un componente 
degenerativo de forma más tardía, el cual 
puede en última instancia progresar de forma 
independiente de la inflamación (Lassmann, 
2011). Sin embargo, otros autores apuntan a 
una neurodegeneración primaria con un proceso 
 » Inflamación versus degeneración
en el centro ni en la periplaca. El centro 
de la lesión presenta lo denominado “cicatriz 
glial”, compuesta por astrocitos reactivos. 
◊	Placa en sombra
Este tipo de lesión no presenta 
infiltrados celulares, y la remielinización 
es  variable e incompleta en el interior de la 
lesión. Los bordes están definidos, hay menor 








de pacientes, presentando una alta expresión del 
receptor de IL-2, lo que es consistente con un 
fenotipo activado o de memoria (para una revisión 
ver Kaskow y Baecher-Allan, 2018). En cuarto 
lugar, fármacos que limitan el acceso de linfocitos 
T al SNC pueden reducir o prevenir la aparición de 
nuevas lesiones. Por último, y como se explicará en el 
siguiente epígrafe, los linfocitos T, y principalmente 
los CD4+, son los principales efectores en uno de 
los modelos animales más paradigmáticos de la 
EM, el modelo de encefalomielitis experimental 
autoinmune (del inglés experimental autoinmune 
encephalomyelitis,  EAE) en ratones y primates 
titíes. De hecho, está descrita la generación de este 
modelo  en ratones transgénicos humanizados que 
expresan tanto HLA-DR como –DQ (Das et al., 2000).
Por otra parte, existen evidencias que 
apuntan a un papel importante de los linfocitos B en 
la patología de la EM, reforzadas por la existencia 
de terapias que deplecionan los linfocitos B y que 
limitan el progreso de la enfermedad (Montalban 
et al., 2017). Además, se sabe que el LCR de 
pacientes de EM presenta bandas oligoclonales 
únicas, lo que apunta a una importante función de 
la producción de autoanticuerpos en el SNC por 
parte de los linfocitos B (Villar et al., 2005). Sin 
embargo, la rapidez con la que los fármacos que 
deplecionan esta población celular actúan hace 
pensar en la participación de otros mecanismos 
de acción, como la presentación de antígeno 
a linfocitos T o la producción de citoquinas. 
Sin embargo, el mecanismo por el cual 
se produce la activación inicial de los linfocitos 
T autorreactivos y su posterior reactivación 
inflamatorio secundario (Trapp y Nave, 2008).
Como en otras enfermedades autoinmunes 
mediadas por células T (neuromielitis óptica y 
encefalomielitis aguda diseminada), la EM ocurre 
en individuos genéticamente predispuestos cuyo 
sistema inmune, tras la exposición a factores 
ambientales, es activado frente a antígenos de 
mielina y entra en el sistema nervioso central 
cruzando la barrera hematoencefálica (BHE); 
Schiefenhovel et al., 2017). Una vez allí, se produce 
su reactivación tras la presentación de antígenos 
de mielina por parte de las células presentadoras 
de antígeno o APCs (del inglés antigen presenting 
cells) residentes, lo  que provoca el reclutamiento 
de más células del sistema inmune innato y la 
consiguiente destrucción de mielina y daño 
axonal (Figura 2; Goverman, 2009). El papel de 
los linfocitos T, tanto CD4+ efectores como CD8+ 
citotóxicos,  en esta enfermedad viene dado por 
varias evidencias. En primer lugar, en pacientes 
de EM, la susceptibilidad genética viene dada 
principalmente por genes involucrados en la 
activación de las células T, como el HLA-DR y 
-Q (Martin et al., 1991; Wucherpfennig et al., 
1994). En segundo lugar,  las lesiones activas 
de EM están caracterizadas por la infiltración 
de células T reactivas a mielina, con linfocitos T 
CD4+ concentrados en las zonas perivasculares y 
linfocitos T CD8+ distribuidos ampliamente por 
el parénquima, siendo la población de linfocitos 
predominante en lesiones crónicas (Lassmann, 
2014; Raine, 1994). En tercer lugar , linfocitos 
T CD4+ activados y reactivos a la proteína básica 
de mielina se han aislado de sangre periférica 
8fagocíticas del SNC, son abundantes también 
en las lesiones de EM (Prinz et al., 2011).
La ausencia de un agente ambiental iniciador 
de la enfermedad ha redirigido la investigación en 
EM hacia la interacción axón-vaina de mielina y 
la posibilidad de una afectación inicial en el SNC, 
con independencia de procesos inflamatorios. 
Las evidencias de este postulado provienen  de 
la histopatología, en la que se observa placas de 
desmielinización en la corteza de pacientes sin 
infiltración de células inmunes (que sí se ven en 
las lesiones de sustancia blanca); y de la MRI, en la 
que la aparición de nuevas lesiones sí correlaciona 
con la sintomatología en la EM-RR pero no así en 
las fases progresivas, en las que hay aumento de 
síntomas pero ausencia de nuevas lesiones (Katz 
et al., 1993; Lassmann, 2011).  Se ha postulado 
que se produciría una salida del antígeno con 
origen en el SNC a través de los nervios craneales, 
principalmente por los nervios olfatorios, hacia 
los ganglios linfáticos cervicales. Ahí se produciría 
la presentación antigénica a los linfocitos T. De 
hecho, el porcentaje de estas células en los ganglios 
linfáticos se correlaciona directamente con la 
afectación neurológica (van Zwam M. et al., 2009).
durante los brotes clínicos es aún desconocido. 
Recientemente, se ha descrito la reactivación de los 
linfocitos T infiltrados activados no sólo frente a 
antígenos de mielina como MOG (del inglés myelin 
oligodendrocyte glycoprotein) sino también frente 
a una proteína de los neurofilamentos (del inglés 
neurofilament-medium, NF-M), proteína de 
filamentos intermedios expresada por las neuronas 
(Ramadan et al., 2016). Varios autores apuntan 
a una activación en el sistema inmune periférico, 
ya que las células del SNC presentan una baja 
expresión de moléculas HLA. Además, los linfocitos 
T CD4+ necesitan estar activados previamente para 
poder cruzar la BHE. Los principales mecanismos 
propuestos para la activación de los linfocitos T en 
el sistema inmune periférico son: i) el mimetismo 
molecular, es decir, reactividad cruzada entre 
antígenos propios y agentes extraños durante la 
selección y expansión clonal de linfocitos T en el 
timo; ii) la activación basal, es decir, la generación 
de linfocitos T autorreactivos por una inflamación 
generalizada no específica durante algún proceso 
infeccioso; y iii) ambas (Sospedra y Martin, 2005).
Por otra parte, cada vez existen más 
evidencias de la participación de la respuesta 
inmune innata en la patogénesis de la EM, aspecto 
que se tratará con más detalle en siguientes 
epígrafes de este apartado. Las evidencias 
provienen de la presencia de macrófagos en los 
infiltrados celulares de las lesiones, ya sea con 
función proinflamatoria (activación clásica) o 
regeneradora/reparadora (activación alternativa; 








Figura 2. Hipótesis sobre la desmielinización en EM. I: En un sujeto sano (A; (Trapp and Nave, 2008), 
los axones se encuentran recubiertos por la vaina de mielina que producen los oligodendrocitos, formada por 
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Aunque ningún modelo animal ha sido 
capaz hasta ahora de reproducir los mecanismos 
subyacentes a una enfermedad tan compleja 
como la EM, se han utilizado varios de ellos, 
tanto virales como autoinmunes (Figura 3).  Entre 
los modelos virales, que intentan reproducir el 
postulado del origen infeccioso de la enfermedad, 
el más utilizado es la enfermedad desmielinizante 
inducida por la infección con el virus de Theiler 
(TMEV-IDD, Theiler’s Murine Encephalomyelitis 
Virus-Induced Demyelinating Disease, en 
inglés; (Benner et al., 2016; Mecha et al., 2013) 
utilizando la cepa de ratón SJL/J. Este modelo cursa 
con una fase aguda de encefalomielitis, seguida 
de una remisión y una segunda fase de aumento 
progresivo de los síntomas, asimilando el curso 
clínico de la variante primaria progresiva de la 
EM (EM-PP). Este modelo reproduce varias de las 
características de la EM, como son el daño axonal y 
la neuroinflamación presente sobre todo en la fase 
aguda, el proceso de mimetismo molecular entre 
epítopos propios de mielina y epítopos virales, la 
presencia de patología tanto cerebral como espinal 
y una inhibición de los procesos de remielinización 
(Mecha et al., 2013; Melero-Jerez et al., 2016). 
Sin embargo, el modelo más utilizado para 
el estudio de la EM es la EAE. Este modelo refleja 
en buena medida el co+mponente autoinmune 
de la EM y se basa en la neuroinflamación 
provocada por la infiltración de linfocitos 
T CD4+ autorreactivos contra antígenos de 
mielina al SNC (neuroantígenos), con la 
subsiguiente destrucción de mielina y afectación 
de los axones desnudos, lo que se refleja en 
un curso clínico con parálisis progresiva 
en sentido caudo-rostral (Gold et al., 2006; 
Miller and Karpus, 2007). La inducción de la 
enfermedad se puede realizar de forma activa 
(inoculación de péptidos de mielina) o pasiva 
(transplante de linfocitos T autorreactivos 
específicos de antígenos de mielina; (Archie 
Bouwer et al., 2015; Gold et al., 2006).
Los orígenes de la EAE datan de la década 
de 1920, cuyo se utilizaban homogenados de 
proteínas del SNC para reproducir la encefalitis 
asociada a la vacuna contra la rabia (Koritschoner 
y Schweinburg 1925) . Sin embargo, su utilidad 
se vio reducida debido a la baja incidencia 
y la heterogeneidad de la sintomatología. Es 
por ello que se introdujeron dos factores que 
la sucesión de vueltas de su membrana plasmática alrededor del axón. Se observa la morfología de la mielina 
en microscopía óptica, teñida en azul de toluidina, y microscopía electrónica (B; (Frohman et al., 2006a). II: La 
presencia de placas por MRI (D) refleja la activación patológica de las células del sistema inmune que desemboca 
una respuesta tanto innata como adaptativa (D; Elieh Ali Komi D. and Grauwet, 2017) que conlleva la destrucción 
de la mielina, pudiendo permanecer el axón intacto en primera instancia (E; (Trapp and Nave, 2008). IIIa: En 
un escenario subsequente de remielinización, se produce el reclutamiento y activación de OPCs, los cuales se 
diferencian a oligodendrocitos mielinizantes y recubren nuevamente el axón, aunque de manera incompleta (E; 
(Chang et al., 2002). IIIb: En ausencia de remielinización, la exposición prolongada del axón desnudo conduce 
a su degeneración, lo que se refleja en las llamadas placas de “agujero negro”, señaladas por las flechas rojas (F; 
(Giannetti et al., 2014) y en una disminución de la densidad axonal en tejido post-mortem (G; (Trapp and Nave, 
2008).









que da lugar a una variedad de cursos clínicos 
(Figura 3C).  Uno de los más utilizados es la 
glicoproteína MOG  (Berard et al., 2010), capaz 
de producir no sólo la inducción de linfocitos 
T autorreactivos en las especies genéticamente 
susceptibles, sino de inducir una respuesta 
desmielinizante dependiente de autoanticuerpos 
(Gold et al., 2006).  Además, otros neuroantígenos 
provienen de la proteína proteolipídica (PLP, 
Proteolipid Protein, en inglés) y la proteína 
MBP (Pettinelli et al., 1982; Tuohy et al., 1988).
Cuyo se utiliza MBP en ratones de la 
cepa B10.PL y PL/J para inducir la EAE, se 
genera una enfermedad monofásica en la 
solucionaron estos problemas: i) el coadyuvante 
de Freund (CFA, Complete Freund´s Adjuvant 
en inglés; (Libbey and Fujinami, 2011) o el 
adyuvante incompleto de Freund suplementado 
con partículas de Mycobacterium tuberculosis 
inactivadas, que activa el sistema inmune y facilita 
la sensibilización frente al antígeno; y ii) la toxina 
pertúsica, que permeabiliza la BHE, y facilita la 
activación de las APCs y el reconocimiento de los 
antígenos de mielina por parte de los linfocitos T 
autorreactivos (Hofstetter et al., 2002; Hofstetter 
et al., 2007; Miller and Karpus, 2007).
La EAE se puede generar con diferentes 
neuroantígenos en diferentes cepas y especies, lo 
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que los ratones tienen un episodio recurrente-
remitente breve y una recuperación posterior 
total (Miller and Karpus, 2007). En ratones de 
la cepa SJL, la inducción de la EAE mediante 
la utilización de PLP induce un curso clínico 
recurrente-remitente (Hofstetter et al., 2002). 
Por otra parte, la inducción con el péptido 
MOG
35-55 
en ratones de la cepa C57BL/6 puede 
producir un curso clínico recurrente-remitente, 
monofásico o multifásico, y/o un curso crónico, 
dependiendo de la concentración de antígeno, de 
Mycobacterium tuberculosis del adyuvante y la 
toxina pertúsica (Berard et al., 2010; Hasselmann 
et al., 2017). Recientemente, nuevos protocolos 
han demostrado ser efectivos en la inducción 
de la EAE en ratones de la cepa C57BL/6, como 
la inmunización con la proteína de fusión de 
MBP y PLP, denominada MP4, generyo un curso 
crónico (Kuerten et al., 2006; Prinz et al., 2015) . 
La EAE activa consta de dos fases: la fase de 
inducción y la fase efectora. La primera consiste 
en la sensibilización en los órganos linfoides de 
los linfocitos T con el antígeno inoculado, con la 
consiguiente expansión clonal. Durante la fase 
efectora de  la enfermedad,  que se desarrolla en 
términos generales a partir de los 9-12 días tras 
la inmunización (dpi; días post-inmunización) se 
suceden varios eventos que involucran el sistema 
inmune. En primer lugar, tras la activación 
periférica de los linfocitos T CD4+, se produce 
su migración a través del torrente sanguíneo 
y su extravasación al parénquima nervioso a 
través de la BHE. Y en segundo lugar, se produce 
el reclutamiento de monocitos y macrófagos 
debido la producción de factores solubles 
por parte de los linfocitos, lo que conlleva la 
destrucción de mielina, en parte por la actividad 
fagocítica y en parte por los factores citotóxicos 
secretados (Miller and Karpus, 2007). 
 » Factores  relacionados  con  la severidad 
de la EM 
Un capítulo aparte merece la relación entre 
la agresividad de la enfermedad, la capacidad 
de remielinización y los agentes celulares 
involucrados en su control. La imposibilidad 
de acceder al tejido del SNC en los momentos 
previos al desarrollo de lesiones cyidatas a 
pertenecer a un cuadro de EM, junto con la 
complejidad de los mecanismos involucrados 
ha dificultado hasta ahora el establecimiento 
de buenos biomarcadores de progresión de la 
enfermedad. Tanto la cantidad como la eficacia 
de la remielinización espontánea en paciente 
Figura 3. Modelos animales de EM. A: Modelo viral generado mediante la inyección del virus de Theiler, donde se 
observa una fase aguda de encefalitis seguida de una fase de remisión de síntomas y un posterior aumento progresivo de 
los síntomas.  B: La utilización de toxinas como la cuprizona (administrada por vía oral) o la lisolecitina (por inyección 
estereotáxica), da lugar a cursos clínicos en los que predominan los procesos de desmielinización. C: Variantes de la 
EAE activa y pasiva, con las cepas y cursos clínicos más usados. Mientras que la EAE activa consiste en la inmunización 
con péptidos de mielina para provocar una respuesta autoinmune, la variante pasiva consiste en la inoculación de 
linfocitos T pre-sensibilizados frente a antígenos de mielina in vitro. Abreviaturas: dpi= días post-infección; dpi*= 








es variable y no está asociada a edad de debut, 
sexo, duración de la enfermedad, estadio del 
tratamiento ni forma evolutiva (El Behi M. et al., 
2017; Patani et al., 2007). A día de hoy, la única 
técnica que permite obtener datos directos de 
desmielinización así como de disfunción de la 
BHE, es la MRI, sobre todo en estadios tempranos 
de la enfermedad (Fournier et al., 2017).   Las 
observaciones derivadas de la aplicación de esta 
técnica, aplicada según protocolos establecidos, 
permite no sólo el diagnóstico sino la 
predicción hasta cierto punto de la progresión 
de las lesiones y el grado de efectividad de los 
tratamientos modificadores de la enfermedad  o 
DMTs (del inglés disease modifying treatments; 
(Rovira et al., 2015; Thompson et al., 2018). 
De hecho, existe una correlación inversa 
entre el índice de remielinización, extraído 
del uso de marcadores de MRI, y el grado de 
afectación neurológica (Bodini et al., 2016). 
Sin embargo, los biomarcadores convencionales 
de MRI no han mostrado una correlación lo 
suficientemente robusta a nivel poblacional, 
probablemente debido a la heterogeneidad 
inherente a la EM. El desarrollo en los últimos 
años de nuevas técnicas de imagen, como 
el  MRI de 7 teslas, la tomografía de emisión 
de positrones (PET, positron-emission 
tomography en inglés) o la tomografía por 
coherencia óptica (OCT, optical coherence 
tomography en inglés) ha permitido el estudio 
de diferentes aspectos de la patología de la EM, 
como la inflamación perivascular, la aparición 
de lesiones en el SNC, la pérdida y recuperación 
de mielina, la activación de la respuesta inmune 
innata, la inflamación de las leptomeninges 
y la función neuronal (Absinta et al., 2016).
Por otra parte, el uso de diferentes escalas 
de evaluación de la progresión de la enfermedad 
resulta incompleto para predecir la progresión de 
la enfermedad. La escala más utilizada es la EDSS 
(del inglés expanded disability status scale), que 
evalúa la afectación neurológica con valores 
del 0 al 10. Está escala se vio mejorada con la 
introducción de la duración de la enfermedad 
en la denominada escala MDSSS (EDSS-based 
EM severity score). Sin embargo, la dificultad 
para establecer de forma objetiva el debut 
de la enfermedad la convierte en un método 
inexacto. Otras escalas, como la CombiWISE 
(combinational weight-adjusted disability score) 
o la ARRMS (age-related EM severity score) han 
tratado de abordar la evaluación clínica de la 
EM (Kosa et al., 2016; Manouchehrinia et al., 
2017). Recientemente, se ha descrito un nuevo 
método que mejora las dos escalas anteriores, la 
escala EM-DSS (EM disease severity scale). Los 
autores la proponen como una herramienta para 
establecer correlaciones entre fenotipo y genotipo, 
identificar los procesos biológicos subyacentes 
a la progresión de la EM y mejorar la elección 
de la terapia adecuada (Weideman et al., 2017).
Por otra parte, la búsqueda de factores 
moleculares o celulares que permitan determinar 
la evolución de la enfermedad se encuentra entre 
las prioridades de la medicina moderna como 
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el paso clave para el tratamiento personalizado. 
 La existencia de períodos de remisión de 
los síntomas, con la consiguiente remielinización 
parcial de las lesiones y otras  evidencias 
extraídas de la histopatología de la EM y del 
modelo animal de EAE, aportan las claves 
para postular la existencia de mecanismos 
reguladores endógenos de tolerancia periférica 
que restauren la homeostasis del sistema inmune. 
Varios estudios han demostrado la 
necesidad de un ambiente anti-inflamatorio 
que permita la activación de los mecanismos 
de remielinización. Entre los  tipos celulares 
relacionados con este proceso se encuentran 
macrófagos y microglía. La polarización de estas 
células desde un fenotipo “M1” (proinflamatorio) 
hacia un fenotipo antiinflamatorio/reparador 
“M2” (se usa esta clasificación como términos de 
conveniencia, asume la existencia de una gran 
plasticidad y de fenotipos intermedios; McMurran 
et al., 2016).  Esta idea se ve reforzada por el 
hecho de que, en pacientes de EM la expresión 
de citoquinas pro-inflamatorias (IFN-γ, TNF-α, 
IL-2)  en el SNC y el LCR se correlaciona con el 
aumento de la afectación clínica, mientras que 
las fases de remisión se asocia a la expresión de 
citoquinas anti-inflamatorias  (IL-4, IL-5, IL-
13 e IL-25; Fitzgerald et al., 2007; Gutcher and 
Becher, 2007; Heeger et al., 2000; Kuchroo et al., 
2002). Además, el estudio de tejido post-mortem 
de lesiones crónico-activas revela un fenotipo 
pro-inflamatorio en la microglía y macrófagos 
(Koning et al., 2007; Vogel et al., 2013). La 
relación causal entre la presencia de monocitos 
y el inicio de la enfermedad ha sido ampliamente 
estudiada, y se ha visto que la depleción de 
monocitos inflamatorios previene el debut de 
la EAE . Mientras un ambiente M1 parece vital 
en las fases iniciales de la remielinización por la 
promoción de la proliferación y migración de OPCs 
a los sitios de lesión (Arnett et al., 2003;T aylor et 
al., 2010) existen evidencias de que un ambiente 
M2 promueve la diferenciación de los OPCs hacia 
oligodendrocitos mielinizantes (Butovsky et al., 
2006b;  Butovsky et al., 2012; Miron et al., 2013; 
Miron and Franklin, 2014). Además, se ha visto que 
la depleción de macrófagos/microglía (Kotter et 
al., 2001; Kotter et al., 2005;  Miron and Franklin, 
2014) conlleva una peor remielinización. Como 
se ha visto en un estudio reciente, los linfocitos 
de pacientes de EM controlan la capacidad de 
remielinización a través de la modulación de la 
microglía activada (El Behi M. et al., 2017), lo que 
revela una capacidad intrínseca de cada paciente 
(vista también en Patrikios et al., 2006) para 
coordinar la reparación de la mielina basada en el 
perfil de secreción de sus linfocitos. De esta forma, 
se abre la posibilidad de clasificar la evolución 
de los pacientes en función de su capacidad de 
remielinización, la cual se encuentra relacionada 
con la respuesta adaptativa de cada individuo.
 » Tratamientos actuales de la EM: IFN-ß
Los tratamientos actuales para la EM son 








la inflamación asociada a las placas activas. Sin 
embargo, la contribución que estos tratamientos 
puedan tener directa o indirectamente 
sobre los mecanismos de reparación/
regeneración de mielina es aún desconocida. 
A    día  de  hoy, existen 15 tratamientos 
aprobados para modificar la progresión de 
la variante EM-RR (recogidos en la Figura 4): 
5 preparaciones de interferón beta (IFN-ß), 
2 preparaciones de acetato de glatirámero; 
los anticuerpos monoclonales natalizumab, 
alemtuzumab y ocrelizumab; el agente 
quimioterapéutico mitoxantrona; y los agentes 
orales basados en pequeñas moléculas fingolimod, 
dimetilfumarato y teriflunomida. A ellos se les une 
la dalfampridina como tratamiento sintomático 
Figura 4. Tratamientos en EM. Ilustración en la que aparecen algunos de los tratamientos utilizados 
actualmente para la EM. De (Reich et al., 2018).
para mejorar la velocidad de marcha en los 
pacientes de EM (Reich et al., 2018). Estos 
tratamientos se dirigen contra mecanismos 
pro-inflamatorios del sistema inmune como 
la migración e infiltración de linfocitos T en el 
SNC, la activación de las APCs o la producción 
de auto-anticuerpos. Recientemente se ha 
probado la eficacia del anticuerpo monoclonal 
ocrelizumab en la variante primaria 
progresiva de la EM (Montalban et al., 2017).
Por otra parte, existen estudios de 
inmunoablación seguida de transplante de 
células madre hematopoiéticas, con resultados 
prometedores (Muraro et al., 2017). Otros 
esfuerzos están dirigidos hacia la inhibición 
específica de linfocitos B y T, así como a la 
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limitación de la respuesta innata (Kwong et al., 
2017; Segal et al., 2008). Sin embargo, a día de 
hoy ninguno de estos estudios ha resultado en una 
atenuación de la progresión de la enfermedad.
Más allá de los tratamientos 
inmunomoduladores existen otras estrategias 
actualmente en estudio que se centran en la 
reparación y protección del tejido del SNC. 
Entre ellas se encuentran el transplante de 
OPCs y NPCs (neural precursor cells, en 
inglés), o las estrategias para la protección de 
axones (Nandoskar et al., 2017). Por último, un 
reciente estudio publicado en 2017 describe el 
primer tratamiento, denominado fumarato de 
clemastina (aprobado con uso antihistamínico) 
que se ha demostrado eficaz en la promoción 
de la remielinización, analizada mediante 
potenciales visuales evocados (Green et al., 2017).
 Entre los tratamientos nombrados al 
principio de este epígrafe, y el primero en ser 
descrito como fármaco modulador de la EM se 
encuentra el el IFN-ß (1993 ). Desde entonces, 
se ha utilizado durante años como tratamiento 
de primera línea, aunque ha sido relegado a 
una segunda opción en los últimos años en un 
tercio de los pacientes, debido a alta tasa de no-
respuesta y a los efectos secundarios (de Jong et 
al., 2015; Prinz et al., 2008). Varios motivos se 
han postulado para explicar que no funcione el 
tratamiento, entre ellos un alto nivel de IFN-ß 
endógeno que impide una sensibilización mayor 
de los receptores tras el aporte de IFN-ß exógeno, 
la existencia de receptores de IFN-ß soluble que 
se unan al IFN -ß inyectado, y la existencia de 
anticuerpos anti-IFN-ß (Hurtado-Guerrero 
et al., 2017). Sin embargo, en los pacientes 
con EM-RR respondendores, el IFN-ß reduce 
la frecuencia de los episodios sintomáticos 
en alrededor de un 35 %, reduce las lesiones 
observadas con MRI y retrasa la progresión de 
la afectación neurológica (Comi et al., 2001). 
Si bien en humanos el mecanismo de acción es 
parcialmente conocido, sus efectos en la EAE 
han sido ampliamente estudiados  (para una 
revisión pormenorizada sobre los actividad 
inmunomoduladora del IFN-ß ver Kasper and 
Reder, 2014; Galligan et al., 2010; Suardíaz 
et al., 2016). A modo de resumen, el IFN-ß 
reduce la proliferación de linfocitos T CD4+ 
autorreactivos contra epítopos de mielina 
(Galligan et al., 2010), disminuye la infiltración 
de células inflamatorias en el SNC mediante 
la preservación de la BHE (Stone et al., 1995), 
interfiere en la producción de metaloproteinasas 
de la matriz extracelular (Mastronardi et 
al., 2004; Waubant et al., 2003), reduce la 
producción de citoquinas proinflamatorias 
como IFN-γ por parte de los linfocitos T CD4+ 
(Noronha et al., 1993), inhibe la polarización 
hacia Th17, induce el viraje funcional hacia el 
fenotipo Th2 (Kozovska et al., 1999) y modifica 
el perfil de expresión de citoquinas y quimiocinas 
durante la EAE (Galligan et al., 2010; Martín-
Saavedra et al., 2007; Sweeney et al., 2011).
Entre las células del sistema inmune que 








de forma endógena, además de los linfocitos T, 
se encuentran las células mieloides.  Diversos 
estudios han desentrañado  los efectos que el IFN-ß 
y los interferones de tipo I en general tienen sobre 
las diferentes poblaciones de células mieloides 
tanto durante el proceso hematopoiético  como 
en condiciones patológicas (Sonda et al., 2011); 
para una revisión, ver (Brendecke and Prinz, 
2012). De hecho, defectos en uno de los dos 
componentes del receptor de IFN-ß, el IFNAR1, 
en las células mieloides da lugar a una EAE más 
severa con fase efectora más acusada y mayor 
letalidad (Prinz et al., 2008). Es interesante 
recalcar que los  monocitos y macrófagos y 
su equivalente en el SNC, la microglía, son 
las células con un papel más relevante en la 
inmunidad del SNC, en una manera dependiente 
de IFNAR1. Es más, los procesos intracelulares de 
fagocitosis tienen lugar mediante señalización 
a través de IFNAR (Prinz et al., 2008). 
   
2.  Células supresoras derivadas de 
mieloides
 » Generalidades
Entre los agentes celulares responsables 
del control de la respuesta inmune en contextos 
inflamatorios, las células mieloides supresoras 
(en adelante, MDSCs, del inglés myeloid-
derived suppressor cells) representan una 
población emergente cada vez más reconocida 
en diferentes patologías. Las MDSCs constituyen 
una población multipotente de origen mieloide, 
con morfología y fenotipo heterogéneo, que 
comprende progenitores mieloides y células 
mieloides inmaduras (IMCs, immature myeloid 
cells, del inglés). Además, las MDSCs se 
caracterizan por su capacidad para suprimir 
la respuesta inmune a diferentes niveles, como 
se desarrollará a lo largo de este epígrafe, y 
por su gran plasticidad (Zhu et al., 2011).
Los primeros estudios que señalaron la 
presencia de unas células de naturaleza mieloide 
con alta capacidad supresora relacionadas con la 
progresión de tumores se remontan a principios 
de los años 70 (para una revisión de la historia 
de esta población, ver Talmadge and Gabrilovich, 
2013).   Durante los años 80 y 90, datos crecientes 
apuntaban a la presencia de una población 
heterogénea de células mieloides supresoras 
(Buessow et al., 1984; Seung et al., 1995;Y oung 
et al., 1987b), y no fue hasta finales de los años 
90, hace apenas 20 años, que se describió la 
naturaleza inmadura de estas células al presentar 
marcadores tanto de linaje monocítico (CD11b) 
como granulocítico (Gr-1; Gabrilovich et al., 
1998). Fue en 2007, y en el intento de agrupar 
la heterogeneidad de estas células en una 
denominación común, cuyo se decidió nombrar a 
esta población como células supresoras derivadas 
de mieloides o céluls mieloides supresoras (MDSCs; 
Gabrilovich et al., 2007), basándose en su origen 
mieloide común y su principal característica 
funcional, la capacidad inmunosupresora. Las 
MDSCs carecen de la expresión de marcadores de 
superficie que son específicamente de macrófagos 
(F4/80) o células dendríticas (CD11c), y se 
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(Saiwai et al., 2013) y enfermedades autoinmunes 
(Bowen and Olson, 2009; Cripps et al., 2010; 
Cripps and Gorham, 2011; Iwata et al., 2010; 
Marhaba et al., 2007; Slaney et al., 2011; Yin et 
al., 2010), especialmente del SNC (Ioannou et 
al., 2012; King et al., 2009; Mildner et al., 2009; 
Moliné-Velázquez et al., 2011; Moliné-Velázquez 
et al., 2014; Zhu et al., 2007; Zhu et al., 2011).
Sin embargo,  “como a menudo ocurre 
con los adolescentes, las MDSCs periódicamente 
experimentan una crisis de identidad y una 
relación complicada con el resto de células 
establecidas en el campo” de la inmunología 
(tomado de Gabrilovich, 2017).  A lo largo de este 
trabajo se explicarán los aspectos más importantes 
de esta población celular y se aportarán 
nuevos datos que establecen un lugar definido 
para su actuación en episodios inflamatorios. 
pueden clasificar en dos subcategorías en base 
a su fenotipo y morfología, según sean similares 
a neutrófilos (la población denominada PMN-
MDSCs, o MDSCs polimorfonucleares) o a 
monocitos (denominadas M-MDSCs, o MDSCs 
monocíticas; Youn and Gabrilovich, 2010).
En los últimos años, numerosos estudios 
han demostrado el papel deletéreo de esta 
población celular frente a los de tumores 
(Nagaraj et al., 2009; Ouzounova et al., 2017). 
Sin embargo, cada vez existen más referencias 
del papel que juegan en otras patologías con 
componente inflamatorio como pueden ser 
infecciones por parásitos (Ouzounova et al., 
2017), tolerancia frente a transplantes (Koehn 
and Blazar, 2017; Messmann et al., 2015;V 
endramin et al., 2014), inflamación crónica 
(Perfilyeva et al., 2017), estrés traumático 
Figura 5.  Hematopoiesis normal y en condiciones patológicas. A: Producción de HSC en la medula ósea, 
lo que da lugar a CMPs y después de IMCs, que migran a los tejidos diana. B: Diferenciación de las IMCs en 
condiciones normales. C: Diferenciación de las IMCs en condiciones patológicas. Abreviaturas: CMP= common 
progenitor cells; HSC= hematopoietic stem cell; IMC= immature myeloid cell. Modified from (Gabrilovich and 








 » Origen y  maduración
Las MDSCs forman parte de los sistemas 
supresores naturales, definidos desde hace 
tres décadas como agrupaciones celulares 
que existen en estados de inmunodeficiencia 
como pueden ser rechazo a transplantes 
(del inglés graft versus host disease, 
GVHD), recuperación tras irradiación y 
desarrollo neonatal (Cleveland et al., 1988) . 
Durante el proceso hematopoiético 
(Figura 5), las células madre hematopoiéticas 
(HSC, hematopoietic stem cells, en inglés) se 
diferencian a células progenitoras mieloides 
(CMP, common myeloid progenitors), y éstas 
a IMCs, sin propiedades supresoras (Young 
et al., 1987a), alcanzando un porcentaje 
de entre 20-30 % en la médula ósea y de 
un 2-4% en el bazo (Zhu et al., 2007). 
Este proceso está controlado por 
una compleja red de factores que incluyen 
citoquinas como el factor estimulador de 
colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF, 
granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor), el factor estimulador de colonias de 
macrófagos (M-CSF, macrophage colony-
stimulating factor), la interleukina  IL-3 
(Apolloni et al., 2000; Bronte et al., 2000), y 
moléculas de señalización intracelular como 
la proteína tirosín-quinasa 3 parecida a FMS 
(FLT3 o CD135, FMS-like tyrosin-kinase 
3; Casacuberta-Serra et al., 2017) y Notch 
(Nagaraj et al., 2009). En condiciones normales 
o tras una activación clásica por inflamación 
aguda, las IMCs migran a través del torrente 
sanguíneo, donde  adquieren marcadores 
específicos y funciones de leucocitos circulantes, 
hasta los tejidos diana periféricos y los ganglios 
linfáticos, donde se diferencian  a macrófagos, 
granulocitos y células dendríticas (DCs, 
dendritic cells, en inglés). Sin embargo, en 
condiciones de inflamación crónica, cáncer, 
sepsis o embarazo  las IMCs se acumulan 
en la médula ósea y bazo, produciéndose un 
bloqueo parcial de la mielopoiesis que impide 
su diferenciación a fenotipos maduros. En estas 
condiciones, y en respuesta a señales débiles 
pero de larga duración (principalmente factores 
de crecimiento, citoquinas y señales de estrés 
del retículo endoplásmico) las IMCs desarrollan 
una baja capacidad fagocítica y producen 
altos niveles de especies reactivas de oxígeno 
y nitrógeno y citoquinas antiinflamatorias, lo 
que hace que sean incapaces de realizar sus 
funciones normales y adquieran un potencial 
inmunosupresor (Veglia et al., 2018).  Esta 
adquisición de propiedades supresoras hace que 
pasen a denominarse MDSCs. En este punto, y 
para evitar confusión en la terminología, es 
importante introducir una clasificación utilizada 
en la literatura científica para diferenciar 
dos tipos de monocitos: por un lado están los 
monocitos residentes, con fenotipo CD11b+Ly-
6ClowLy-6G-CD115+MHC-II-F4/80highCD11c-; 
mientras que los monocitos inflamatorios (IMos, 
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inflammatory monocytes, en inglés) presentan un 
fenotipo CD11b+Ly-6ChighLy-6G-CD115+MHC-
II-F4/80highCD11c-, más consistentes con la 
nomenclatura de las MDSCs.  Algunos estudios 
describen este complejo fenómeno de acumulación 
de MDSCs como un proceso que requiere dos tipos 
de señales, la primera de ellas es responsable de la 
inhibición de su maduración terminal y la segunda 
es responsable de la activación patológica de estas 
células, lo que convierte las IMCs en MDSCs 
(Condamine et al., 2015; Gabrilovich, 2017). 
Entre los factores que promueven la expansión y 
activación de las MDSCs se encuentran GM-CSF/
M-CSF, SCF, IL-1ß, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-
17, S100A8/9, prostaglandinas, VEGF y CCL2, y 
varios mi-RNAs,  entre otros (Cuenca et al., 2011; 
De Sanctis F. et al., 2016; Nagaraj et al., 2009). 
Este viraje sí está  descrito en el caso del cáncer, 
donde las MDSCs se transforman en macrófagos 
asociados a tumor (TAM, tumor associated 
macrophages, en inglés; Ribechini et al., 2017).
 » Clasificación y nomenclatura
La nomenclatura de las MDSCs sigue siendo 
controvertida, debido a su gran plasticidad y 
variabilidad morfológica. Su denominación como 
MDSCs hace 10 años no pretendía definir un linaje 
mieloide distinto y único, sino más bien  recoger 
su función, origen y heterogeneidad.  En ratón, las 
MDSCs se caracterizan por la co-expresión de los 
marcadores de linaje mieloide (CD11b, también 
conocido como CR3A o αM-integrina) y  de linaje 
granulocítico (Gr-1; Kusmartsev et al., 2004;Zhu 
et al., 2007), por su baja capacidad fagocítica 
y por la  baja o nula expresión de marcadores 
específicos de madurez como F4/80, CD11c 
o MHC-II, resultando en una baja eficacia en 
presentación de antígeno (Moliné-Velázquez 
et al., 2011; Moliné-Velázquez et al., 2014) . 
Estudios posteriores han permitido una mejor 
descripción de esta población celular gracias 
a la existencia de dos epítopos del antígeno de 
Gr-1: Ly-6C y Ly-6G, codificados por genes 
diferentes y que pueden ser detectados por 
separado (Bronte et al., 2016; Youn et al., 2008; 
Zhu et al., 2007). Esta nomenclatura se debe a 
que el epítopo Ly-6G fue descrito inicialmente 
en granulocitos (Fleming et al., 1993), mientras 
que el Ly-6C se ha visto de forma mayoritaria 
en células del linaje monocítico (Sunderkotter 
et al., 2004). Actualmente, la comunidad 
científica ha establecido una nomenclatura 
estandarizada para la descripción de las dos 
poblaciones mayoritarias de MDSCs, basándose 
en sus características morfológicas y fenotípicas 
(Bronte et al., 2016): polimorfonucleares o 
PMN-MDSCs, definidas como CD11b+Ly-6Clow/
intLy-6Ghigh; y monocíticas o M-MDSCs, con el 
fenotipo CD11b+Ly-6ChighLy-6G-/low (Movahedi 
et al., 2008). Aunque en la literatura se 
utilizan de forma habitual el término “MDSCs 
granulocíticas o G-MDSCs” para referirse a las 
PMN-MDSCs, se ha determinado más correcto la 
última denominación, puesto que esta población 
celular difiere de los neutrófilos en características 








gránulos, marcaje reducido de CD16 y CD62L 
y expresión alta de arginasa 1, peroxinitritos, 
CD11b y CD66b (Rodriguez et al., 2009; Youn 
et al., 2012). Junto a éstos, son necesarios otros 
marcadores para la caracterización de las MDSCs, 
como  el receptor de la cadena α de IL-4 (IL-4R, del 
inglés Interleukin 4 receptor α-chain; CD124) y el 
marcador de macrófagos F4/80, con una expresión 
variable (Gallina et al., 2006; Huang et al., 2006). 
En cuanto a subpoblaciones fenotípicas, las PMN-
MDSCs no presentan el receptor del factor de 
estimulación de colonias de macrófagos (M-CSFR, 
del inglés Macrophage-Colony Stimulating Factor 
Receptor; o CD115) ni CD49d, y la expresión 
de Gr-1 es alta; mientras que las M-MDSCs, 
además del resto de marcadores, se ha visto que sí 
presentan  CD49d y CD115, junto con el receptor 
2 de quemoquinas (CCR2) y una expresión 
intermedia de Gr-1 (Gabrilovich et al., 2012).
 En las especie humana, las MDSCs han sido 
principalmente estudiadas en patologías como el 
cáncer, trauma, sepsis, inflamación crónica; y ha 
sido más recientemente cuyo se han descrito también 
en esclerosis múltiple (Ioannou et al., 2012). Sin 
embargo, su fenotipo se hace difícil de definir debido 
a que en la especie humana falta un gen homólogo a 
gr-1 de ratón en humano (Peranzoni et al., 2010). 
Junto con la expresión de CD124 (Mandruzzato 
et al., 2009) y CD11b también presente en ratón, 
las MDSCs humanas presentan otro marcador de 
linaje mieloide, el CD33, y  otros marcadores de 
leucocitos como CD3, CD19 o CD56 ( junto con 
CD14 y CD15, son conocidos como marcadores de 
linaje o Lin; Lechner et al., 2010). El fenotipo 
equivalente en humano a las dos poblaciones 
de MDSCs anteriormente descritas en ratón es 
CD11b+CD14-CD15+CD66b+para las PMN-
MDSCs y CD11b+CD14+CD15-HLA-DR-/low para 
las MDSCs (Bronte et al., 2016; Wang et al., 
2015).  Por otra parte, mientras que las M-MDSCs 
presentan una alta expresión de CD33, las PMN-
MDSCs presentan una leve inmunorreactividad 
para este marcador. Además, recientemente 
se ha descrito la expresión del receptor 1 tipo 
lectina de LDL oxidado (LOX-1) como marcador 
de PMN-MDSCs (Condamine et al., 2016). Una 
tercera población, aún por describir en ratón, 
presenta el fenotipo Lin-HLA-DR-CD33+, y 
representa un grupo mixto de MDSCs que 
comprende progenitores más inmaduros. 
Figura 6. Algoritmo propuesto por Bronte y 
colaboradores para la clasificación y nomenclatura 
de las MDSCs en función de su fenotipo, actividad y 
características bioquímicas. Modificado de (Bronte et 
al., 2016).
Esta población de MDSCs inmaduras, 
con alta capacidad inmunosupresora, se ha 
definido como MDSCs de estadios previos 
o eMDSCs (en inglés, early-stage MDSCs).
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Tabla 2. Marcadores de superficie de las MDSCs en diferentes patologías y especies. En negrita aparecen 
los marcadores más comúnmente aceptados para las MDSCs en cada subpoblación. 1) Cantoni et al., 2017; 
Ioannou et al., 2012; Moliné-Velázquez et al,. 2011; Moliné-Velázquez et al. 2014; Zhu et al., 2007; Zhu et al., 
2011; 2) Kohanbash et al., 2013; Zhu et al., 2011 3) Saiwai et al., 2013; 4) Verschoor et al., 2013)
Sin embargo, la caracterización fenotípica 
anteriormente descrita es condición necesaria 
pero no suficiente para denominar “MDSCs” a 
una población celular. Para ello se requiere la 
comprobación de su función inmunosupresora y 
de sus características bioquímicas (Figura 6), las 
cuales se explicarán en en el siguiente epígrafe.
En esclerosis múltiple, dos recientes 
estudios han definido el fenotipo de las MDSCs 
extraídas de sangre periférica de pacientes con 
la variante EM-RR, definiendo la población 
total de MDSCs como CD33b+HLA-DRneg 
(Cantoni et al., 2017) y la subpoblación 
PMN-MDSCs como HLA-DR-/lowCD14-
CD15+CD33+, mientras que la subpoblación 
M-MDSCs aún está por describir (Ioannou 
et al., 2012). Un resumen de los marcadores 
de MDSCs se  encuentra en la Tabla 2. 
 » Mecanismos de inmunosupresión de 
las MDSCs
La principal característica funcional 
de las MDSCs es su capacidad supresora de 
la respuesta inmune a través de la supresión 








maneras, así como la de inducir la formación de 
novo de células T reguladoras (T reg) evidencias 
que provienen principalmente del estudio del 
ambiente inmune tumoral (Figura 7). Aunque 
los mecanismos a través de los cuales las MDSCs 
ejercen su actividad se basan principalmente 
en el control del metabolismo del aminoácido 
L-Arginina (Kusmartsev et al., 2004; Peluffo 
et al., 2004; Rodríguez and Ochoa, 2008), se 
han demostrado diferentes modos de acción en 
los dos fenotipos de MDSCs. Por una parte, las 
M-MDSCs suprimen la respuesta de los linfocitos 
T de una forma tanto específica de antígeno como 
inespecífica y a través del aumento de óxido nítrico 
(NO, nitric oxide, del inglés) producido por la 
expresión de la enzima iNOS (del inglés inducible 
nitric oxide synthase), junto con la producción 
de prostaglandina E2 (PGE2). Por otra parte, las 
PMN-MDSCs, a pesar de ser las más abundantes 
en circulación,  tienen una menor capacidad 
inmunosupresora mediada por GM-CSF llevada a 
cabo sólo de forma antígeno-específica  relacionada 
con la producción de especies reactivas de oxígeno 
(ROS;  Dolcetti et al., 2010; Gabrilovich et al., 
2012; Ribechini et al., 2017; Youn et al., 2008). 
La alteración del metabolismo de L-Arginina 
y la modificación de su concentración en el 
medio extracelular provocado por la actividad 
de las MDSCs desencadena diversas cascadas de 
señalización intracelular en los linfocitos T que 
desembocan en su supresión. La L-arginina es un 
aminoácido esencial en neonatos y jóvenes, aunque 
no esencial en adultos sanos, que sirve como sustrato 
de las enzimas arginasa-I (Arg-I, que cataliza la 
reacción que genera  urea y L-ornitina dentro 
del ciclo de la urea; Bronte and Zanovello, 
2005) y la enzima iNOS (con óxido nítrico y 
citrulina como productos), enzimas que pueden 
ser expresadas por las MDSCs. La actividad 
Arg-I produce un aumento en el catabolismo 
de la L-arginina en el interior de las MDSCs, lo 
que conlleva una depleción de L-arginina en el 
medio extracelular. Este hecho se ha relacionado 
con varios efectos en los linfocitos T, entre ellos 
una disminución de la expresión de la cadena ζ 
de la subunidad CD3 del receptor de la célula 
T (TCR, del inglés T Cell Receptor), principal 
componente de la transducción de señales del 
TCR, lo que desencadena la internalización del 
receptor y la anergia de la célula T (Rodríguez 
and Ochoa, 2008; Zea et al., 2005). Además, 
se previene la activación de reguladores del 
ciclo celular como son la ciclina D3, la quinasa 
dependiente de ciclina 4 (CDK4, del inglés cyclin-
dependent kinase 4; (Rodríguez et al., 2007) 
y la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K, del inglés 
Phosphoinositide 3-kinase; Zea et al., 2005). 
Esto, junto con una disminución de la producción 
de IL-2 (principal citoquina activadora de la 
proliferación de linfocitos T; Waters et al., 
2017) e IFN-γ, conlleva una disminución en 
la capacidad proliferativa de los linfocitos T. 
Además, la formación de urea y L-ornitina en 
el interior de la MDSC tras la metabolización de 
la L-arginina inhibe a las proteínas quinasas y 
alteran la traducción de proteínas en los linfocitos 
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T.  Por otro lado, estos procesos metabólicos 
generan poliaminas, como la esperimina, que 
disminuyen en los macrófagos la producción de 
citoquinas pro-inflamatorias (Zhang et al., 1997).
Junto a la Arg-I, la enzima iNOS juega un 
papel importante en la supresión de linfocitos T, 
contribuyendo a la depleción de L-arginina en 
el medio extracelular, y  asociada a la inhibición 
de la traducción de proteínas de señalización en 
el linfocito T. Por una parte, de forma directa a 
través de la producción de especies reactivas 
de nitrógeno, que provocan la nitrosilación del 
receptor de linfocito T (TCR, T cell receptor)  y de 
residuos de cisteína en STAT1 con el consiguiente 
bloqueo de la vía de señalización de IFN-γ 
(Mundy-Bosse et al., 2011; Redd et al., 2017), 
y por otra parte, de forma indirecta mediante la 
activación de la enzima guanilato ciclasa soluble 
(GCs) y la consiguiente  producción de guanosina 
3’5’ monofosfato cíclica (GMPc), que alteran la 
expresión del receptor de IL-2 de los linfocitos 
T y su síntesis, disminuyendo por tanto la 
proliferación de linfocitos T (Kirken et al., 1998). 
Además de todo esto, la expresión conjunta 
de ambas enzimas por parte de las MDSCs genera 
la producción de NO y urea (por la actividad de 
iNOS) y aniones superóxido (O2-; por la actividad 
de Arg-I; Bronte and Zanovello, 2005). La reacción 
química entre NO y O genera peroxinitritos, uno 
de los oxidantes más potentes del organismo. Estos 
agentes pueden cruzar la membrana plasmática 
de las MDSCs e introducirse en los linfocitos 
T, funcionando como mensajeros extra- en 
intracelulares y reduciendo la respuesta a 
los complejos MHC-antígeno (Nagaraj and 
Gabrilovich, 2007). Los peroxinitritos también 
reducen la unión de los péptidos antigénicos a 
las moléculas de MHC en células tumorales  y 
bloquean la migración de células T mediante 
la nitración de quimiocinas específicas de 
células T (Molon et al., 2011). Por último, los 
peroxinitritos promueven la apoptosis de los 
linfocitos T mediante la nitración de los canales 
iónicos dependientes de voltaje presentes en la 
membrana de los linfocitos T, lo que induce 
la expresión de la citocromo C oxidasa 2 
(COX2) y provoca la cascada de caspasas 
que desemboca en la apoptosis de la célula. 
Por otra parte, la producción de 
especies reactivas de oxígeno (ROS, en 
inglés reactive oxigen species), entre ellas 




), por parte 
de las MDSCs está íntimamente ligada a la 
regulación de la función de los linfocitos T 
a través de la supresión de la expresión de 
la cadena ζ de CD3 del TCR (Otsuji et al., 
1996). Además, pueden también inducir la 
apoptosis del linfocito T mediante la nitración 
de residuos de tirosina tras el contacto 
celular con la MDSC (Hildeman et al., 2003). 
Otro de los mecanismos supresores de 
las MDSCs recientemente descritos en cáncer 
es la inducción de células T reguladoras (Treg), 
bien promoviendo su expansión o incluso 
su generación de novo  (Huang et al., 2006; 








entre CD40 y el ligando de CD40 (CD40L). La 
presencia de IFN-γ producido por las células T del 
tumor y de IL-10, estimula la expresión de CD40 
por parte de las MDSCs , el cual interacciona 
con el CD40L  presente  en la membrana 
Figura 7. Mecanismos de supresión de las MDSCs. La expresión de los factores de transcripción nucleares 
tipo STAT da lugar a la expresión de Arg-I y/o iNOs y CAT. Por una parte, la expresión de la Arg-I provoca la 
disminución de L-Arginina en el medio extracelular, lo que desemboca en una reducción de la proliferación 
del linfocito T por la disminución de la expresión de IL-2, junto con la anergia a través del bloqueo del TCR. La 
disminución de la concentración de L-Arginina, junto con la presencia de los productos de la reacción catalizada 
por Arg-I e iNOS, junto con los peroxinitritos y ROS, inducen la apoptosis del linfocito T. La activación de CTLA-4, 
además, está relacionado con la promoción de  T regs. 
producción de TGF-ß y ácido retinoico por parte de 
MDSCs CD14+HLA-DR-/low (Hoechst et al., 2011).
 » MDSCs en EAE
Como ya se ha descrito anteriormente, 
existen diversas poblaciones celulares implicadas 
en el paso de episodios de brote de síntomas  a 
períodos de remisión. Entre estas, podemos destacar 
poblaciones celulares como las células T reg 
(tanto CD4+ como CD8+), macrófagos M2, células 
γδNKT (natural killer T cells, en inglés), células 
iNKT (invariant natural killer T cells, en inglés), 
y células dendríticas reguladoras (Koutrolos et al., 
de los linfocitos T y provoca su expansión 
como Tregs (Pan et al., 2010), siendo este 
mecanismo dependiente únicamente de la 
expresión de Arg-I  y no de iNOS y requiriendo 
la expresión del antígeno linfocitario 
citotóxico 4 (CTLA-4, cytotoxic lymphocyte 
antigen 4, en inglés) por parte de las MDSCs 
(Huang et al., 2006; Yang et al., 2006). 
En la especie humana, se ha demostrado 
que la transdiferenciación de linfocitos de tipo 
Th17 a células Treg estaba mediada por la 
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2014; Miron et al., 2013;P arekh et al., 2013). A 
todas ellas se les unen las MDSCs, cuyo  papel en 
este modelo está siendo cada vez más estudiado.
Existen evidencias crecientes de la presencia 
de MDSCs en el modelo de EAE. Por una parte, el 
estudio de expresión génica en la médula espinal 
de ratones con EAE tanto en el pico de síntomas 
clínicos como en los períodos de remisión muestra 
que el gen arg-I, entre los 22.000 analizados, tiene 
una mayor tasa de expresión en comparación 
con ratones control, asociado a una mayor 
actividad Arg-I en el pico de máxima afectación 
clínica, pero no en fases de recuperación 
(Carmody et al., 2002; Xu et al., 2003).
Por otra parte, el estudio de las poblaciones 
esplénicas de ratones con EAE demostró un 
incremento de las células mieloides (CD11b+) 
en el momento de incremento de síntomas, con 
gran capacidad supresora de linfocitos T CD4+. 
La caracterización de las subpoblaciones de estas 
células en base al marcador de granulocitos (Gr-
1) y de sus dos epítopos, Ly-6C y Ly-6G, arrojó tres 
poblaciones: Ly-6Clow Ly-6G- (población mixta 
de monocitos y eosinófilos); Ly-6Cint Ly-6Ghigh 
(población con características neutrofílicas); y Ly-
6ChighLy-6G-/low (con características monocíticas). 
De todas ellas, se demostró que sólo la última 
presentaba una alta capacidad de supresión de la 
proliferación y de promoción de la apoptosis de 
los linfocitos T tanto CD4+ como CD8+ activados 
de forma policlonal mediante anticuerpos anti-
CD3 y anti-CD28 (Zhu et al., 2007). Además, 
otros autores demostraron que esta supresión 
requiere de contacto celular directo (Apolloni et al., 
2000; Slaney et al., 2011; Zhu et al., 2007). Durante 
el episodio inflamatorio, la infiltración de células T 
en el parénquima del SNC está acompañada por 
el reclutamiento de células mieloides (Benveniste, 
1997; Stuve et al., 2002); entre ellas, monocitos 
inflamatorios con un marcaje de superficie 
CD11b+Ly-6ChighCCR2highCX3CR1low (Saederup 
et al., 2010;S i et al., 2010) y  compatibles con el 
fenotipo de MDSCs. Tras la inmunización, estas 
células proliferan y migran al bazo y el tejido diana 
en una forma dependiente de MCP-1(CCL2)/MCP-
3 (Ioannou et al., 2012; Jia et al., 2008). Aunque 
ausentes en condiciones normales, en la médula 
espinal se ha visto que los IMos pueden llegar a ser 
el 30 % de la poblaciones infiltradas durante un 
episodio inflamatorio (Zhu et al., 2007). Una vez 
allí, estas células se diferencian a fenotipos maduros 
como macrófagos y células dendríticas, inducen 
la polarización de la microglía residente hacia 
fenotipos M1 y actúan como APCs para los linfocitos 
T, convirtiéndolos en linfocitos T encefalitogénicos 
reactivos contra la mielina (Shechter et al., 2009; 
Yamasaki et al., 2014;Z hu et al., 2011); lo que al 
final desemboca en áreas con destrucción de mielina. 
Sin embargo, una parte de estas células permanecen 
con fenotipo inmaduro CD11b+Ly-6ChighLy-6G-/low, 
con expresión de F4/80, CD124, algunas moléculas 
de adhesión como CD11a y CD49, bajos niveles 
de CD62L y falta de expresión del marcador de 
maduración CD31 (Haile et al., 2010; Figura 8A). 
En el punto máximo de afectación, células con 








comportan de manera muy diferente. Debido 
al desconocimiento del origen de las MDSCs y 
la ventana temporal en la que permanecen con 
las características propias de su denominación 
como MDSCs, no se puede saber si su presencia 
en el punto de máxima afectación se debe a una 
segunda infiltración o a un viraje funcional de las 
mismas células infiltradas durante el comienzo de 
síntomas, como se ha descrito para macrófagos 
derivados de monocitos y microglía (Kigerl et al., 
2009; Melero-Jerez et al., 2016; Miron et al., 
2013). Así, en este contexto, las MDSCs expresan 
Arg-I e iNOS y ejercen su función inmunosupresora 
sobre las células T CD4+ Y CD8+, en un proceso 
mediado por PDL-1, e inducido por la expresión 
de  IFN-γ, GM-CSF, TNF-α y CD154 por los 
linfocitos T durante el proceso de presentación 
antigénica (Zhu et al., 2011). Además, se piensa 
que puedan estar involucradas en la promoción de 
linfocitos T reguladores, aunque los mecanismos 
son aún desconocidos (Figura 8B). A este respecto, 
las M-MDSCs comparten algunas características 
fenotípicas con otra de las poblaciones que 
participan en la supresión durante el punto 
de máxima afectación, i.e., los macrófagos 
M2. Sin embargo, al contrario que ellos, las 
M-MDSCs presentan bajos niveles del marcador 
de presentación antigénica MHC-II y no tiene 
actividad fagocítica (Moore et al., 2015). Es más, 
las MDSCs pueden expresar conjuntamente Arg-I 
e iNOS, mientras que los macrófagos M2 expresan 
mayoritariamente Arg-I (Melero-Jerez et al., 2016; 
Moliné-Velázquez et al., 2011; Moliné-Velázquez 
et al., 2014). Diversos estudios confirman la alta 
capacidad plástica de estas células, que hace que 
puedan adoptar diferentes roles inflamatorios 
(Zhu et al., 2011). De esta forma, células  Ly-
6ChighLy-6G-/low , -o, por ser consistentes con la 
literatura científica al respecto, “células similares 
a MDSCs” (MDSCs-like)  extraídas de la sangre 
de ratones EAE antes del desarrollo de síntomas 
clínicos (a 5 dpi) no inducían la inmunosupresión 
de linfocitos T ex vivo (Slaney et al., 2011); sin 
embargo, cuyo se activaban in vitro utilizando 
un cóctel de citoquinas que contenía IFN-γ, GM-
CSF y lipopolisacárido (LPS), y se transferían a 
ratones con EAE, se inducía un desarrollo más 
leve de la enfermedad (King et al., 2009). En 
este mismo estudio, utilizyo la variante EAE-RR, 
se relacionó la presencia de células Ly-6Chigh en 
sangre antes del debut de síntomas a un inicio 
de la enfermedad más temprano y a una mayor 
severidad de la enfermedad (King et al., 2009). 
En el estudio llevado a cabo por Mildner y 
colaboradores, se estudió la evolución de la EAE 
cuyo se deplecionaban las células CD11b+Ly-
6Chigh utilizando un anticuerpo bloqueante de 
CCR2 (y por lo tanto, con menor capacidad de 
infiltración en el SNC), en dos momentos del 
curso clínico: durante la fase inductora no se vio 
que se afectase el curso clínico; mientras que si 
se deplecionaban durante la fase efectora, el 
curso clínico era más moderado. De esta forma, 
demostraron que una moderación de la patología 
de la EAE estaba asociada  con una reducción en 
la acumulación de CD11b+Ly-6ChighLy-6G-/
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low en el pico (Mildner et al., 2009). En otro 
estudio llevado a cabo por Paré y colaboradores 
demostraron una menor infiltración de células 
CD11b+ Ly-6Chigh deficientes en la expresión del 
gen Il-1b antes del debut de la EAE; así como su 
promoción como APCs mediada por la producción 
de GM-CSF por parte de las células endoteliales 
de la BHE (Pare et al., 2018). Ninguno de estos 
estudios termina por definir cuál es la contribución 
de las MDSCs al desarrollo de la enfermedad. Por 
una parte, los estudios de Mildner y King asocian 
la acumulación de MDSCs con una exacerbación 
de la enfermedad in vivo pero no estudian su 
capacidad inmunosupresora in vitro; por otro lado, 
Zhu demuestra  la inmunosupresión ejercidapor 
estas células en co-cultivos in vitro pero no la 
contribución de las MDSCs a la patología in vivo. 
Figura 8. Funciones pleiotrópicas de los agentes celulares implicados en el curso clínico de la EAE. ONSET 
(A): Los linfocitos T infiltran el SNC y reconocen péptidos de mielina presentados  por la microglía residente y 
por macrófagos. Esto da lugar a la proliferación de los linfocitos T, que producen citoquinas proinflamatorias y 
quimiocinas, resultyo en la activación de microglía/macrófagos hacia un fenotipo M1. Las células inmaduras Ly-
6ChighLy-6G-/low entran a la vez en el SNC y se diferencian a macrófagos.  Estos macrófagos M1 aumentan 
su capacidad fagocítica y secretan moléculas proinflamatorias que activan la proliferación de los linfocitos T, y 
enzimas proteolíticas que destruyen la mielina circundante. Las células también contribuyen a la polarización de 
la microglía hacia fenotipos M1. Una parte de las células Ly-6ChighLy-6G-/low infiltradas permanecen en un estado 
inmaduro, funcionyo como APCs. PEAK (B): La microglía y macrófagos presentan una activación alternativa tipo M2. 








Estos estudios demuestran por lo tanto la enorme 
plasticidad de las MDSCs dependiendo tanto del 
ambiente inflamatorio en el que se encuentren 
como del momento temporal de la enfermedad, en 
respuesta a señales que activen subpoblaciones, 
funciones y rutas de señalización específicas. 
La  participación de las MDSCs en EM ha 
sido poco estudiada hasta el momento.  Por una 
parte, se ha demostrado el aumento significativo 
de la presencia de MDSCs HLA-DR-/lowCD14-
CD33+ CD15+ en la sangre circulante de 
pacientes con EM-RR en comparación con 
pacientes en remisión y sujetos sanos; junto con 
una disminución paulatina de su proporción 
cuyo se realizó un estudio longitudinal en 
pacientes que alcanzaban remisión (Ioannou 
et al., 2012). Además, estas células extraídas de 
pacientes con EM-RR activa mostraron una alta 
capacidad inmunosupresora sobre linfocitos T 
autólogos y activados, observable tanto en una 
disminución de su nivel de activación como de 
su proliferación, en un mecanismo mediado 
nuevamente por PD-L1 (Ioannou et al., 2012). 
En otro estudio se observó una menor frecuencia 
de M-MDSCs circulantes en pacientes con EM-
RR comparado con sujetos sanos, disminución 
asociada a una mayor expresión del microRNA 
miR-223 en las MDSCs de los pacientes, y 
parcialmente contrarrestada por el tratamiento 
con acetato de glatirámero, uno de los fármacos 
disponibles para EM (Cantoni et al., 2017).
 » MDSCs y neuroprotección
Teniendo en cuenta los datos crecientes 
que apuntan a un papel inmunosupresor de 
las MDSCs en patologías del SNC, podría ser 
que tuviesen un papel en la protección de los 
componentes celulares del sistema (mielina/
oligodendocitos y neuronas/axones), ya sea 
de forma directa o indirecta mediante la 
generación de un ambiente favorable. Como se 
ha descrito con anterioridad, el pleiotropismo 
de las MDSCs hace que puedan actuar como 
células con fenotipo M1 o M2 dependiendo 
del momento temporal de la EAE. Además, 
la expresión de marcadores de tipo M2 y la 
presentación de capacidad inmunosupresora 
lleva a pensar que pueda participar en la 
resolución de la inflamación de los episodios 
de EAE.  A este respecto, la exposición de 
OPCs a medio condicionado de microglía tipo 
M2 aumenta su proliferación, migración y 
diferenciación, mientras que la depleción in vivo 
de las células M2 impedía su diferenciación y su 
capacidad remielinizante (Miron et al., 2013). 
Por otra parte, la polarización de macrófagos 
M1 hacia un fenotipo M2 promueve una 
respuesta regenerativa de crecimiento de axones 
sensoriales adultos y limita el daño inflamatorio 
citoquinas antiinflamatorias que promueven la activación y expansión de linfocitos Treg, los cuales suprimen a los 
linfocitos TCD4+ efectores. Las células Ly-6ChighLy-6G-/low ejercen una inmunosupresión sobre los linfocitos TCD4+ 
y promueven la activación de los linfocitos T reg, pasando  a  denominarse MDSCs (Melero-Jerez et al., 2016).
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secundario en un modelo de lesión medular 
(Saiwai et al., 2013). Sin embargo, a día de hoy 
no existen estudios que demuestren el papel 
protector de las MDSCs en EM y EAE, si lo hubiera.
3. Oligodendroglía en esclerosis múltiple y 
EAE
 » Desarrollo de la oligodendroglía
Las enfermedades desmielinizantes 
primarias, entre ellas la más prevalente es 
la esclerosis múltiple, son aquellas en las 
que la destrucción de mielina es la principal 
causa de afectación neurológica. La muerte 
de oligodendrocitos y la pérdida de mielina 
son eventos comunes de forma secundaria a 
varias patologías como lesión medular por 
traumatismos (Li et al., 2017), enfermedad de 
Alzheimer (Bartzokis et al., 2007), enfermedad 
de Huntington (Huang et al., 2015) y SNC 
irradiado (Wong et al., 2015);  mientras que 
en la esclerosis  múltiple esta desmielinización 
aparece de forma primaria.  La regeneración 
del SNC en enfermedades desmielinizantes 
como la EM está en gran parte mediada por un 
proceso endógeno de remielinización, esto es, 
la recuperación parcial de mielina alrededor de 
axones que la habían perdido, restableciendo 
con ello la conducción saltatoria y el soporte 
trófico/metabólico al axón. Esta remielinización 
espontánea se cristaliza en las lesiones en sombra 
observadas en la histopatología de pacientes 
de EM (Frohman et al., 2006a; Prineas et al., 
1993) y la protagonizan los OPCs existentes 
en el SNC adulto, que podrían ser reclutadas 
al área lesionada. Una vez allí, proliferarían y 
se diferenciarían a oligodendrocitos maduros 
con capacidad remielinizante (Frohman et al., 
2006a; Miller et al., 2002), en un proceso con 
gryes similitudes morfológicas con lo que ocurre 
durante el desarrollo (Clemente et al., 2011). 
Los oligodendrocitos se describieron por 
primera vez por el neurocientífico español Pío del 
Río-Hortega en 1921 (Del Río-Hortega, 2012). 
Pertenecientes a la macroglía, representan el 
equivalente a las células de Schwann en el SNC, 
y se generan durante el desarrollo embrionario 
a partir de los OPCs. Estas células proceden 
de las células progenitoras neuroepiteliales 
(NPC, neuroepithelial progenitor cells, por sus 
siglas en inglés) que en el estadío embrionario 
E9  se transforman en glia radial, la cual 
posteriormente sufre un viraje funcional que 
da lugar a astrocitos y a OPCs. La migración 
se produce siguiendo distintos patrones según 
la zona del SNC. En el teléncefalo de roedores 
existen tres oleadas, con diferente origen 
(ventral/dorsal), mientras que en la médula 
espinal se producen dos oleadas, siempre 
con origen ventral (Barateiro et al., 2014).
Los OPCs, con morfología monopolar 
en estadío más tempranos de su maduración 






ónmorfógenos como el factor de crecimiento 
derivado de plaquetas (PDGF-AA, platelet derived 
growth factor en inglés), el factor de cremiento 
de fibroblastos tipo 2 (FGF2, fibroblast growth 
factor 2)  y Sonic hedgehog (Shh). Además, Shh 
es la principal señal ventralizante (Richardson 
et al., 2006; Rowitch and Kriegstein, 2010). 
Aunque existen un reemplazo de la mayoría de 
los OPCs generados durante las primeras oleadas, 
algunos estudios han demostrado la existencia 
de un reservorio de estos OPCs que son capaces 
de sobrevivir y diferenciarse para mielinizar 
el telencéfalo en caso de que las oleadas 
posteriores se vean impedidas (como por 
ejemplo, en el caso de prematuridad; Kessaris 
et al, 2006). Para migrar, los OPCss adquieren 
una morfología bipolar y responden a señales 
quimioatrayentes y quimiorepelentes, como 
factores de crecimiento (PDGF, VEFF y HGF; 
Bribián et al., 2006; Hayakawa et al., 2011; 
Murcia-Belmonte et al., 2016); componentes 
de la matriz extracelular como laminina, 
fibronectina, vitronectina, tenascina-C y 
anosmina-1 (Bribián et al., 2008; Miller 
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Figura 9. Marcadores específicos de las células de linaje oligodendroglial. A: Marcadores a lo largo de las 
distintas fases del desarrollo, de Barateiro et al., 2014. B: Imagen propia de oligodendrocitos maduros de ratones P0.
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et al., 2002; Murcia-Belmonte et al., 2016) y 
moléculas asociadas con la guía axonal como 
semaforinas, netrina-1 y la quimiocina CXCL1 
(Okada et al., 2007; Spassky et al., 2002; Tsai 
et al., 2002; Zhang et al., 2004). Además, se ha 
visto la importancia de las señales producidas por 
la células endoteliales para la migración de los 
OPCs, los cuales se unen al endotelio a través de 
la interacción de CXCR4 de los OPCs con CXCL12 
de las células endoteliales (Tsai et al., 2016).
Una vez que alcanzan el destino, la 
población de OPCs se expye hasta alcanzar 
un equilibrio homeostático. Para proliferar, se 
combinan señales de activación de proliferación e 
inhibición de la diferenciación. Entre estas señales 
cabe destacar factores estimuladores como PDGF 
y la inhibición de las rutas de señalización de 
Wnt y Notch (Fancy et al., 2011), así como la 
inhibición  de los factores de transcripción Olig1/
Olig2 y Sox10  mediante los factores de inhibición 
de la diferenciación ID2, ID4 y Hess5 (Kremer et 
al., 2011). En ratón adulto,  los OPCs representan 
entre un 8-9% de la población total de la sustancia 
blanca y un 2-3% de la sustancia gris (de Castro 
F. et al., 2013; Dimou et al., 2008). Estas células 
representan un potencial para reparar lesiones 
por lo que son un creciente objeto de estudio 
en enfermedades desmielinizantes como la EM.
La inhibición de los factores que impiden 
la diferenciación descritos arriba permite la 
activación de una red de factores de transcripción 
que incluye Nkx2.2, Olig1/2, Sox10 y Myrf (factor 
regulador de mielina, myelin regulator factor en 
inglés; Emery, 2010;Li et al., 2009).La maduración 
de los OPCs conlleva su diferenciación hacia 
oligodendrocitos y va acompañada de la adquisión 
de una morfología más ramificada (Figura 9 A-B) 
y de la capacidad de envolver los axones de las 
neuronas con su membrana, alcanzyo un tamaño 
final proporcional al axón mielinizado (de 
Castro F. and Bribián, 2005; Miller et al., 2002).
En la especia humana hay pocos datos 
acerca del desarrollo de los OPCs. Se sabe 
que aparecen en el cerebro anterior a las 10 
semanas de gestación y alrededor de la semana 
15 se aprecian en las eminencias ganglionares 
y en la zona subventricular (Barateiro and 
Fernandes, 2014; Jakovcevski et al., 2009). El 
estudio llevado a cabo por Leong y colaboradores 
describió diferentes poblaciones de OPCs, 
según el  nivel de expresión de los marcadores 
A2B5 y O4 en tejido nervioso embrionario y 
adulto utilizyo la técnica de FACS, siendo más 
abundantes los OPCs A2B5+ en prenatal y los 
O4+ en adulto (Leong et al., 2014). En cuanto a 
números, un estudio llevado a cabo por Yeung y 
colaboradores describió la dinámica de OPCs y 
oligodendrocitos en el cerebro humano a lo largo 
del desarrollo, observando una reposición anual 
de 1/300 oligodendrocitos , no relacionado con 
el aumento en el volumen de mielina dependiente 
de experiencia (Mount and Monje, 2017).
 » La oligodendroglía en condiciones 
patológicas: esclerosis múltiple








provocar la muerte de los oligodendrocitos, ya sean 
enfermedades desmielinizantes primarias (como 
la esclerosis múltiple o adenoleucodistrofias), 
accidentes traumáticos o vasculares (lesión 
medular, traumatismo craneoencefálico o infarto 
cerebral), enfermedades neurodegenerativas 
o esquizofrenia (Goldman et al., 2012).   En 
las lesiones activas de esclerosis múltiple, esta 
muerte se observa en las placas de patrón 
III, con las presencia de oligodendrocitos 
apoptóticos acompañada de activación microglial 
y astroglial.  En estudios recientes con modelos 
animales se han descrito a los OPCs, y no los 
oligodendrocitos maduros, como los responsables 
de la remielinización (Cui et al., 2013). Los OPCs 
existentes en el adulto pueden reaccionar en estas 
condiciones y activar una compleja red de eventos 
que dan lugar a una remielinización parcial y una 
recuperación de la pérdida de oligodendrocitos. 
Sin embargo, la presencia de OPCs en los bordes 
de las placas activas de pacientes de EM, su relativa 
ausencia en el centro de las placas crónico-activas 
y su completa ausencia en las placas crónico-
inactivas lleva a pensar o bien en una capacidad 
disminuida de migrar a las zonas desmielinizadas, 
de diferenciarse o, una vez diferenciados, de 
remielinizar efectivamente los axones desnudos 
(Clemente et al., 2013). Además, su número 
y capacidad de diferenciación disminuye con 
la duración de la enfermedad (Kulhman et al., 
2008 ). En este escenario, los OPCs responden 
a las señales producidas por las otras  dos 
poblaciones de la glía presentes en el parénquima 
del SNC en diferentes estados de activación, la 
microglía y la astroglía, así como a las células 
del sistema inmune infiltradas (este aspecto será 
descrito con detalle en el siguiente epígrafe). 
Por otra parte, la modificación de la 
composición de la matriz extracelular (ECM, 
extracelular matrix, en inglés) participa en el 
proceso de remielinización (van Horssen J. et al., 
2006). A este respecto, la secreción por parte de los 
astrocitos de moléculas modificadoras de la ECM 
durante el desarrollo de una lesión puede convertir 
un ambiente permisivo para la remielinización en 
un área inhibidora, dependiendo por una parte 
de la composición de la ECM y por otra de los 
receptores de los OPCs (de Castro F. et al., 2013).
 » Interacción entre los OPCs y las células 
del sistema inmune 
La presencia de células inmunes en el 
sistema nervioso central durante un episodio 
de inflamación siempre ha estado asociada a 
daño tisular. Sin embargo, desde que en 1998 se 
trasplantaran macrófagos de la sangre activados 
de manera “alternativa” y se demostrara una 
mejora en la recuperación en un modelo de 
lesión medular, se ha cambiado la visión de 
las células derivadas de monocitos desde una 
perspectiva únicamente destructora del tejido 
hacia un potencial beneficio para la reparación 
del SNC (Rapalino et al., 1998). Sucesivos 
estudios han demostrado la necesidad de la 
presencia de macrófagos de la sangre para 
la resolución de la inflamación mediante la 
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secreción de moléculas anti-inflamatorias, como 
IL-10 (Shechter et al., 2013). La interacción 
de los macrófagos con proteínas de la matriz 
extracelular, como el proteoglicano condroitín 
sulfato, que actúa por otra parte como señal 
inhibidora del crecimiento de axones (Fawcett, 
2009; Silver and Miller, 2004) y de la migración 
y diferenciación de oligodendrocitos (Sun et al., 
2017), permite la adquisición de un fenotipo 
anti-inflamatorio, lo que a su vez revierte en la 
producción de factores que disocian la matriz 
extracelular y permiten el crecimiento axonal 
(Shechter et al., 2011). Todos estos hechos 
apuntan a un papel relevante de las células de 
linaje mieloide en la generación de la cicatriz 
que permite en última instancia la reparación 
del tejido (Shechter and Schwartz, 2013). Como 
hemos indicado anteriormente, se ha descrito 
la presencia de macrófagos /microglía a en las 
lesiones activas de EM. En un primer momento, 
la hipotésis era que, mientras que una lesión 
en la que el fenotipo de activación pasa de M1 
a M2 tendría más probabilidades de convertirse 
en una placa en sombra parcial o totalmente 
remielinizada, las lesiones en las que el fenotipo 
predominante fuese  M1 se convertirían en 
lesiones crónico-activas no resueltas y finalmente 
en lesiones crónico-inactivas desmielinizadas 
(Clemente et al., 2013). Sin embargo, aunque 
Vogel y colaboradores observaron una presencia 
del fenotipo M1 (definido por los marcadores 
CD40, CD86, CD80 y CD32) por parte de la 
microglía en la sustancia blanca aparentemente 
normal y por macrófagos y microglía en lesiones 
desmielinizantes activas, la mayoría de los 
macrófagos presentaban un fenotipo intermedio 
M1/M2 (expresyo marcadores como el receptor 
de manosa y CD163; Vogel et al., 2013). 
De esta forma, y a pesar de la falta de datos 
proveniente del estudio de la histopatología, 
estos  fenómenos indican la asociación que existe 
entre la respuesta inmune innata y los procesos 
biológicos que llevan a la remielinización y sus 
protagonistas, los OPCs. En estudios in vitro e in 
vivo, se ha visto que la microglía activada  promueve 
la neurogénesis y la oligodendrogliogénesis 
mediada por citoquinas proinflamatorias (como 
IL-1ß, IL-6, TNF-α e IFN-γ) tanto en condiciones 
patológicas como durante el desarrollo (Butovsky 
et al., 2006a; Butovsky et al., 2006b; Shigemoto-
Mogami et al., 2014). Por otra parte, en el 
trabajo llevado a cabo por Miron y colaboradores 
se vio que el viraje funcional de la microglía 
hacia fenotipos M2 favorecía la proliferación, 
migración y diferenciación de oligodendrocitos 
mediada por activina-A (Miron et al., 2013). IGF-
1 (insulin growth factor, en inglés) es un factor 
conocido secretado por la microglía tipo M2 
que se ha visto que potencia la supervivencia, la 
diferenciación y la remielinización (Mason et al., 
2000). Por otra parte, la fagocitosis del debris de 
mielina por parte de la microglía/macrófagos es 
un importante mecanismo a tener en cuenta para 
permitir la remielinización (Kotter et al., 2006).
Hasta hace pocos años, la relación 








remielinización ha sido poco estudiada. Entre 
las células de la respuesta inmune adaptativa, los 
linfocitos T efectores polarizados hacia fenotipos 
Th1 y Th17 (del inglés, T helper) se consideran 
pro-inflamatorios y se han relacionado con la 
promoción de desmielinización en el SNC. Sin 
embargo, el hecho de que en las lesiones de EM 
la infiltración de linfocitos T sea concurrente 
al proceso de remielinización hace suponer 
la implicación de los linfocitos T en este 
proceso. Así, linfocitos T polarizados hacia 
Th2 (considerados antiinflamatorios) se han 
relacionado con neuroprotección y promoción 
de la remielinización (Bennett and Stuve, 2009; 
El Behi M. et al., 2017; Hvilsted Nielsen H. et 
al., 2011). De la misma manera, recientemente 
Figura 10. Representación esquemática de la interacción glía-OPCs y células inmunes-OPCs durante el 
desarrollo y patología. Durante el desarrollo, los astrocitos y microglía secretan diversos factores (en verde) que 
estimulan (flechas) o frenan (barras) la oligodendrogliogénesis. En condiciones patológicas como la EM, se produce 
la activación patológica de astrocitos y microglía, junto con la infiltración de células del sistema inmune innato y 
adaptativo, con la consiguiente secreción de factores solubles (en morado). Los astrocitos activados son capaces 
de producir moléculas de la matriz extracelular que afectan a la migración y diferenciación  de los OPCs.  La 
microglía residente y los macrófagos infiltrados con fenotipo M1 producen factores que favorecen la destrucción de 
mielina, mientras que un fenotipo M2 favorece el reclutamiento y la activación de los OPCs hacia oligodendrocitos 
productores de mielina. A este respecto, el efecto que las MDSCs puedan tener bien directamente sobre los 
OPCs o sobre la polarización de la microglía/macrófagos a M2 es aún desconocido. Por otra parte, los factores 
secretados por los linfocitos T reguladores favorecen la diferenciación y mielinización, mientras que los producidos 
por los linfocitos Th1 y Th17 contribuyen a la destrucción de la mielina. Adaptado de Clemente et al., 2013).
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se ha descrito el papel de las células Treg en la 
promoción de la diferenciación de oligodendrocitos 
y remielinización (Dombrowski et al., 2017).
Sin embargo, a día de hoy se desconocen 
los efectos directos o indirectos que las MDSCs 
puedan ejercer sobre los OPCs y oligodendrocitos. 
 » Estrategias de neuroprotección y 
remielinización
Como ya se ha comentado, la vaina de 
mielina en el SNC tiene dos funciones primordiales: 
el aislamiento de las fibras nerviosas para una 
correcta transmisión eléctrica y el aporte trófico 
al axón. En enfermedades desmielinizantes a las 
que se le suma el componente autoinmune, como 
es la EM, resulta de vital importancia reestablecer 
la mielina  perdida y con ello disminuir la 
afectación neurológica, lo que requiere dos pasos 
fundamentales: i) la modulación de la respuesta 
inmune, limityo la respuesta pro-inflamatoria y 
favoreciendo la respuesta anti-inflamatoria; y ii) 
la promoción de los procesos que desembocan 
en una correcta remielinización,  protegiendo 
a los OPCs y oligodendrocitos y favoreciendo la 
producción espontánea de mielina funcional. 
Mientras que la totalidad de fármacos 
disponibles participan en la primera de las 
estrategias, apenas se ha verificado alguna 
estrategia de remielinización. Uno de los 
principales factores a tener en cuenta es la 
progresiva disminución en la eficiencia de 
remielinización espontánea es la edad, de manera 
más acusada en la sustancia blanca, lo que deja 
a los axones descubiertos por períodos de tiempo 
más largos, y que finalmente desemboca en 
daño del propio axón y mayor acumulación de 
discapacidad (Franklin y ffrench-Constant 2017). 
Varios factores podrían explicar este hecho.  Por 
una parte, una menor capacidad de los OPCs  de 
movilizarse y, sobre todo, diferenciarse en las 
lesiones, como se deduce de la observación de 
células de linaje oligodendroglial que no han 
podido diferenciarse en lesiones crónico-inactivas 
(Chang et al., 2000; Wolswijk, 1998), asociado 
además a un cambio en la consistencia y densidad 
de la matriz extracelular (van Horssen J. et al., 
2006). Por otra parte, se ha observado una peor 
eficiencia en el viraje funcional de M1 a M2 de las 
células del sistema inmune innato (Miron et al., 
2013). De esta forma, la edad es un factor clave para 
el paso de la variante EM-RR a una EM progresiva 
y crónica, con peor eficiencia de remielinización. 
Algunos estudios apuntan a que individuos 
con EM alcanzan el mismo grado de afectación 
neurológica  aproximadamente a la misma edad, 
independientemente de la variante inicial de 
la enfermedad y la edad y severidad del debut, 
apuntyo a un subyacente deterioro de la capacidad 
de remielinización progresivo en el tiempo 
(Confavreux and Vukusic, 2006a).  Sin embargo, 
dos estudios recientes apuntan a diferentes 
grados de remielinización en función del perfil de 
secreción de los linfocitos, y de múltiples factores 
tanto demográficos como clínicos y paraclínicos 






ónEstos dos estudios aportan los primeros pasos 
para la clasificación de pacientes en función de 
su eficiencia individual de remielinización, de 
forma que las estrategias se puedan personalizar. 
Un hipotético abordaje de la 
remielinización ha de tener en cuenta en primer 
lugar que en el 30 % de las lesiones existe 
una falta de OPCs suficiente para una efectiva 
remielinización, mientras que en el otro 70 
% los OPCs están presentes pero los defectos 
provienen de la diferenciación impedida de los 
OPCs y su dificultad para generar vainas de 
mielina (Lucchinetti et al., 1999). Por ello, un 
tratamiento efectivo debería atender no sólo a la 
diferenciación y formación de la vaina de mielina, 
sino también a la activación y migración de los 
OPCs. Entre las dianas para la remielinización se 
encuentra el bloqueo de las vías que inhiben la 
diferenciación de los oligodendrocitos, como las 
vías de Notch y de Wnt. Respecto a la primera, se 
ha demostrado que el bloqueo de la vía de Notch1 
promueve una aceleración de la diferenciación 
de oligodendrocitos (Zhang et al., 2009), aunque 
no se observaba una mayor remielinización. 
En cuanto a las estrategias para la promoción 
de diferenciación  de oligodendrocitos, se ha 
visto que ésta se ve estimulada por la presencia 
de actividad eléctrica por parte de los axones 
desmielinizados a través de la formación de 
sinapsis glutamatérgicas por los receptores 
AMPA y kainato (Butt et al., 2014; Gautier et al., 
2015; Jensen and Yong, 2016). Por otra parte, 
la activación de los receptores nucleares RXRγ 
(Huang et al., 2011) y sus binding partners 
como  el receptor de hormona tiroidea , el PPARγ 
(Minghetti et al., 2014; Yuan et al., 2017), el 
LXR (Meffre et al., 2015) y el VDR (de la Fuente 
et al., 2015), se han asociado con  una mayor 
diferenciación de oligodendrocitos. Por otra 
parte, la modificación de la matriz extracelular 
y las señales inhibitorias de la diferenciación 
de oligodendrocitos supone otra posible diana 
(Behrangi et al., 2017; Kuboyama et al., 2017).
En cuanto a estudios que hayan estado o se 
encuentren en ensayos clínicos, es de destacar 
el papel de la proteína LINGO-1 (leucine-rich 
repeat and immunoglobulin-like domain-
containing nogo receptor-interacting protein 
1, en inglés) y del antihistamínico fumarato 
de clemastina. En cuanto al primero, estudios 
en ratones knockout para lingo1 muestran 
una mayor mielinización en desarrollo, y el 
uso de anticuerpos anti-LINGO1 promueve 
la remielinización tras la inducción de 
desmielinización por la toxina lisolecitina (Mi 
et al., 2005; Mi et al., 2009). Sin embargo, el 
último ensayo clínico llevado a cabo utilizando 
opicinumab, un anticuerpo monoclonal anti-
LINGO1 (NCT01721161, RENEW study) para 
neuritis óptica aguda no confirmó una mayor 
remielinización, comprobada mediante el uso 
de potenciales visuales evocados. Por otra parte, 
a finales de 2017 se publicaron los resultados 
del primer ensayo clínico (NCT02040298) 
que demuestran el potencial del fumarato de 
clemastina, un antihistamínico de primera 
37
38
generación, como terapia remielinizante para EM, 
tras haber sido comprobada su eficacia en varios 
modelos animales y en cultivos in vitro de células 
humanas (Green et al., 2017; Mei et al., 2016). 
Los efectos atribuidos al fumarato de clemastina 
residen en la estimulación de la diferenciación de 
los OPCs (a través del bloqueo de los receptores 
muscarínicos M1/M3) y la efectiva generación 
de la vaina de mielina alrededor de los axones 
desnudos, con la correspondiente disminución 
del daño axonal y la recuperación funcional. 
Por otra parte, no debemos olvidar la 
posibilidad que ofrece la terapia celular para 
el desarrollo de estrategias de remielinización, 
mediante el transplante de OPCs o NSCs, un campo 
todavía por explorar. A día de hoy, sólo se ha 
llevado a cabo un ensayo clínico de trasplante de 
células madre del SNC en niños con la enfermedad 
de Pelizaeus-Merzbacher (leucodistrofia 
hipomielinizante causada por la mutación en 
el gen plp1) con resultados no concluyentes en 
cuanto a mielinización comprobada por MRI 
(Gupta et al., 2012). Sin embargo, la variabilidad 
de las lesiones de EM y el ambiente inflamatorio 
al que se enfrentarían las células transplantadas 
supone el mayor desafío  para la efectividad de la 
terapia. Además, el acceso a OPCs humanos viables 
y en número suficiente para este tipo de terapias 
ha llevado al desarrollo de protocolos de obtención 
de oligodendrocitos derivados de la recientemente 
implantada tecnología de células madre 
pluripotentes inducidas (iPS, induced pluripotent 




T permite un control al menos parcial de 
los procesos inflamatorios. Esta función está 
íntimamente ligada al grado de inmadurez que las 
MDSCs conserven durante la ventana temporal 
de la fase de incremento de síntomas, presentyo 
una alta plasticidad en función del ambiente 
inflamatorio circundante. Conservando las 
mismas marcas fenotípicas (Bronte et al., 2016), 
se ha demostrado que las MDSCs pueden actuar 
como células presentadoras de antígeno en el 
momento de inicio de síntomas, transformándose 
en células altamente inmunosupresoras durante 
el momento de máxima afectación (Moliné-
Velázquez et al., 2014; Zhu et al., 2011), abriendo 
por lo tanto las puertas para su modulación 
farmacológica. Esta misma plasticidad se ha 
demostrado en otras poblaciones inmunes, 
señalando al ambiente inflamatorio como un 
factor clave en la función proinflamatoria 
(respuesta M1) o anti-inflamatoria (respuesta 
M2). Además, el viraje funcional hacia esta 
activación alternativa  se ha relacionado con 
efectos neuroprotectores y regeneradores sobre 
la biología celular de las células encargadas de la 
producción de mielina, los oligodendrocitos y sus 
precursores u OPCs (Dombrowski et al., 2017; El 
Behi M. et al., 2017; Miron et al., 2013; Miron 
and Franklin, 2014), favoreciendo su llegada 
al área lesionada y su diferenciación hacia 
fenotipos maduros y mielinizantes. Sin embargo, 
la contribución que las MDSCs puedan tener 
sobre la supervivencia, migración, proliferación y 
diferenciación de los OPCs está aún por explorar. 
Las MDSCs constituyen una población 
heterogénea de células inmaduras de linaje 
mieloide con alta capacidad inmunosupresora, 
cuyo papel en enfermedades como cáncer, sepsis 
e infecciones ha sido ampliamente descrito. En 
los últimos años, el papel inmunosupresor y 
antiinflamatorio de  las MDSCs ha ido cobrando 
importancia en el control de la respuesta inmune 
de enfermedades autoinmunes. Entre ellas, 
la EM es una enfermedad paradigmática del 
SNC que conlleva una respuesta autoinmune 
y desmielinización, cuya variante clínica 
más frecuente es la remitente-recurrente, 
caracterizada por fases de incremento de 
síntomas seguidos de períodos de remisión. Para 
que la transición entre las dos fases sea efectiva, 
debe englobar tanto mecanismos de limitación 
de la respuesta inmune como de reparación 
del tejido y potenciación de la remielinización. 
Estos dos componentes patológicos se encuentran 
intrínsecamente relacionados durante los 
episodios de mayor afectación neurológica, de tal 
forma que el aislamiento de ambos para su estudio 
pormenorizado resulta de una gran complejidad. 
Tomando ventaja de uno de los modelos más 
utilizados para el estudio en su conjunto de la 
EM, la EAE, nuestro grupo y otros han descrito 
la participación de las MDSCs en la transición de 
la fase de incremento de síntomas al período de 
remisión. Su infiltración en el sistema nervioso 
central junto con otras poblaciones inmunes y la 
puesta en marcha de su principal mecanismo de 













Por todo ello, y puesto que está demostrada la 
relación entre la presencia de las MDSCs y la 
remisión de síntomas, nos propusimos explorar 
qué mecanismos intervenían en esta transición, 
así como la posibilidad de una conexión directa 
entre su contenido tanto periférico (órganos 
inmunes) como central (parénquima del 
SNC) con el grado de destrucción/regeneración 
tisular y las consecuencias a nivel clínico. 
Por tanto, este trabajo encaminado a la 
obtención del título de doctor se llevó a cabo bajo la 
siguiente hipótesis: 
“La modulación de las MDSCs con tratamientos ya existentes para esclerosis múltiple podría 
favorecer no sólo la inmunosupresión y polarización de un ambiente proinflamatorio a uno 
antiinflamatorio, sino acelerar la reparación de lesiones previamente establecidas. Además, el estudio 
de su abundancia periférica y la relación que ésta tiene con la evolución de la EAE podría sentar las 
bases para el establecimiento de su uso como indicador de severidad de la enfermedad, lo que podría 
aportar un enfoque novedoso para la elección de la estrategia terapeútica más adecuada. Por otra 
parte, el estudio de la relación de  MDSCs con las células mielinizantes del SNC permitirá abordar su 
efecto oligoprotector y regenerador en la esclerosis múltiple mediante una acción indirecta a través 
de la supresión periférica y local de los linfocitos T que provocan la destrucción de mielina y el 
posterior daño axonal; y directa a través de la secreción de moléculas que favorecen la supervivencia, 
proliferación, migración a lesión y diferenciación a fenotipos mielinizantes de los OPCs.”
Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos concretos:
1.  Estudiar la modulación farmacológica de las MDSCs en el modelo 
de EAE utilizando uno de los fármacos de primera línea para el tratamiento 
de EM, el IFN-ß, atendiendo a su contenido periférico y central, así como 
profundizand en los mecanismos de inmunosupresión sobre los linfocitos T.
2.  Investigar la relevancia del porcentaje de MDSCs como indicador 
de severidad clínica y establecer su relación con desmielinización y daño tisular.
3.  Estudiar los efectos de las MDSCs sobre la biología de los OPCs en términos 








Todos los animales utilizados para esta 
Tesis Doctoral fueron ratones de la especie Mus 
musculus, de distintas cepas, edades, sexo y 
procedencia según el experimento (Tabla 2). 
Para los experimentos de los tres objetivos que 
implicaban inducir la EAE, así como para su 
uso como control, se utilizaron ratones hembra 
de la cepa C57/BL6J, con diversas procedencias 
para las distintas partes del estudio .  y de  7 
semanas de edad. Esta misma cepa se utilizó para 
los experimentos de remielinización del tercer 
objetivo, en este caso utilizyo animales de ambos 
sexos de forma indistinta y de 7 días de edad (P7). 
Para los experimentos que implicaban cultivos 
primarios de OPCs en el tercer objetivo se utilizaron 
ratones de la cepa CD1 de 0 días de edad (P0). 
 Los procedimientos se llevaron a cabo 
de acuerdo con la regulación española (RD 
53/2013) y europea (2010/63/UE) de manejo 
de animales de experimentación, y fueron 
aprobados por el Órgano Habilitado, en el caso 
del objetivo número 1 por el Comité de Etica 
para el Bienestar Animal del Hospital Regional 
Carlos Haya (Málaga, España) y el Comité para 
el Bienestar Animal del Hospital Nacional de 
Parapléjicos (SAPA001, Toledo, España). En el 
caso del objetivo 2  se aprobó por el Comité 
para el Bienestar Animal del Hospital Nacional 
de Parapléjicos; y en el caso del objetivo 3, por 
éste último y por el Órgano Habilitado- Comité 
de Ética del CSIC (440/2016, Madrid, España). 
 » Número de animales
Objetivo #1
Para el estudio de la potenciación 
farmacológica de la población esplénica de 
MDSCs mediante IFN-ß en bazo y SNC se 
utilizaron 11 ratones en total procedentes de 
la casa comercial Charles River Laboratories 
International, Inc. (Barcelona, Spain), todos ellos 
inmunizados para generar el modelo de EAE: a 
7 de ellos se les administró en dosis única IFN-ß 
murino recombinante (para más información, 
ver epígrafe 3) y a 4 de ellos suero fisiológico 
salino. Los animales fueron sacrificados siempre 
a los tres días de la administración de la dosis 
única. El mismo procedimiento se llevó a cabo 
para el estudio de potenciación de la capacidad 
inmunosupresora in vitro de MDSCs extraídas 
de ratones tratados con IFN-ß o vehículo. En este 
caso, se utilizaron 6 animales procedentes del 
animalario del Hospital Nacional de Parapléjicos, 
a los que se les indujo la EAE divididos en 
dos grupos de 3. Además, se utilizaron 6 
ratones C57/BL6 de la misma procedencia sin 
inmunizar para el aislamiento de los linfocitos T.
En el caso del estudio temporal de la 
diferenciación de las MDSCs en cultivo y co-
cultivo, tratadas con IFN-ß o vehículo, se 
utilizaron 10 ratones procedentes de Envigo 
(Huntingdon, Reino Unido) a los que se les 











de las MDSCs sobre la oligodendroglía en 
cultivos primarios, se utilizaron las camadas a 
P0 de 30 hembras gestantes procewdentes del 
animalario del Instituto Cajal. Para los estudios 
de remielinización en cultivos organotípicos de 
rodajas de cerebelo  se utilizaron las camadas a 
P7 procedentes de aproximadamente 10 hembras 
gestantes. Para el cálculo del número de animales 
utilizados se tiene en cuenta las pruebas realizadas 
para la necesaria puesta a punto de la técnica. 
A las dos tipos de cultivos se añadieron 
medios condicionados de MDSCs procedentes 
de 15 ratones a los que se les indujo la EAE en el 
animalario del Hospital Nacional de Parapléjicos.
ratones C57/BL6 de la misma procedencia  sin 
inmunizar para el aislamiento de los linfocitos T.
Objetivo #2
Para el estudio de la relación entre el 
contenido esplénico de MDSCs y los datos clínicos 
obtenidos se utilizaron 20 ratones procedentes del 
animalario del Hospital Nacional de Parapléjicos 
inducidos con la enfermedad. En cuanto al 
análisis de tejido, se utilizaron 12 ratones elegidos 
aleatoriamente del del grupo anteriormente 
mencionado para el estudio de desmielinización, 
daño axonal y apoptosis de linfocitos T.
Objetivo #3
Para el estudio de los efectos neuroprotectores 
Tabla 3. Características de los animales utilizados para todos los procedimientos. Abreviaturas: CAM= 
Universidad de Cambridge; EAE= encefalomielitis autoinmune experimental; HNP= Hospital Nacional de 
Parapléjicos; HRCH= Hospital Regional Carlos Haya; IC= Instituto Cajal; N.d= no determinado. Para el resto de 
abreviaturas referirse al texto.
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2. Inducción y evaluación del modelo de 
EAE
En el caso de los animales con procedencia 
externa al animalario del Hospital Nacional de 
Parapléjicos, fueron aclimatados previamente 
a la realización del procedimiento durante una 
semana en las condiciones ambientales adecuadas 
(50-60% de humedad relativa, temperatura de 
20-24 ºC, 15 cambios de ventilación por hora 
y ciclos de luz/oscuridad de 12-14 horas), 
y en todo caso su alimentación durante todo 
el período de estabulación fue ad libitum.
La realización del procedimiento se llevó a 
cabo en todo caso en horario de mañana y en la 
sala de cirugía específica y exclusiva de ratón. En 
la siguiente tabla se puede encontrar un listado 
del material necesario para el procedimiento.
Previamente a la entrada en el animalario, 
se prepararon las soluciones necesarias para 
la inducción de la EAE en condiciones estériles 
en la campana de flujo laminar. En primer 
lugar, se preparó la disolución que contenía el 
péptido-fragmento 35-55 (M-Q-V-G-W-Y-A-
S-P-F-S-A-V-V-H-LY-A-N-G-K) de MOG. Para 
ello, se pesó y disolvió a una concentración de 
200 µg por ratón en 100 µl de PBS estéril 1X. 
El adyuvante incompleto de Freund (IFA, Difco) 
se completó con de partículas inactivadas de 
Mycobacterium tuberculosis (Difco) para llegar 
a una concentración de 4 mg/ml, obteniendo 
el coadyuvante completo de Freund (CFA). 
La toxina pertúsica (Sigma) se preparó a una 
concentración de 250 ng por ratón en 100 
µl de PBS estéril 1X. Todas las soluciones se 
terminaron de preparar con ayuda de un vórtex. 
Una vez transcurrido el período de 
aclimatación, los animales (estabulados a 
un máximo de 5 animales por jaula) fueron 












agua al que se añadía una gota de emulsión;  si 
la gota se quedaba compacta y no se dispersaba, 
la emulsión estaba lista para ser inyectada. 
Así, se llenó una jeringuilla de 1 ml (Shalix) 
con la emulsión y se inyectó de forma subdérmica 
200 µl de solución en cada animal repartida a partes 
iguales (50 µl) en cada ingle y axila (figura 6). 
Para ello, con el ratón colocado con la parte 
dorsal hacia la manta térmica, se realizó un pliegue 
en cada una de estas áreas con los dedos índice y 
pulgar. A continuación, se introdujo la aguja en el 
trasladados a la sala de cirugía. Una vez allí, 
fueron anestesiados por vía intraperitoneal 
con 40 µl de una mezcla de anestésico/
analgésico que contenía Ketolar® y Xilagesic®, 
respectivamente. Para ello, se inmovilizó al 
ratón manteniéndolo inclinado con la cabeza 
hacia el suelo para evitar la inyección en 
órganos abdominales, y se le administró la 
mezcla de anestesia/analgesia en el cuadrante 
inferior derecho, lateral a la línea media para 
evitar la inyección en la vejiga urinaria, y al 
2 cm caudal a la última costilla para evitar 
la inyección en el hígado (lado derecho) o en 
el estómago (lado izquierdo). Para evitar la 
hipotermia, los animales fueron manipulados 
a partir de este momento sobre una manta 
térmica a 37 ºC durante todo el proceso.
Para preparar la emulsión de CFA y 
MOG se utilizó una llave de tres vías (Sendal) 
o “codillo”, conectando dos jeringuillas 
de 2 ml (BD Emerald) con un volumen 
igual de cada reactivo, según el número de 
ratones a inmunizar,  previamente agitados 
vigorosamente con el vórtex. Manteniendo 
la llave girada (ver esquema) se  pasaba 
primero el CFA (de consistencia más densa) 
y a continuación, abriendo la llave para 
ambas entradas, el MOG. Sujetando la llave 
con ambas manos, se pasaban las soluciones 
de una jeringuilla a otra hasta obtener una 
emulsión blanquecina de consistencia espesa. 
Para saber si la emulsión tenía la consistencia 
necesaria, se comprobaba en un vaso con 
pliegue de forma vertical y se inyectó la emulsión. 
La correcta inyección del líquido se comprobó 
mediante la observación y el tacto de un pequeño 
abultamiento de la zona. La aguja se retiró del 
pliegue después de una breve espera y girándola 
para no perder líquido. Cada ratón inyectado se 
colocaba con la parte ventral hacia la manta para 
evitar el ahogamiento y facilitar la recuperación. 
Después de la inyección del MOG, se 
Figura 11. Esquema representativo del 
procedimiento de la EAE. A: Preparación de la emulsión 
de MOG y CFA mediante el uso de un codillo. B: Zonas 
de inyección de la emulsión. 
CFA 
B
                  MOG 
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procedió a la administración intravenosa 
en una de las venas laterales de la cola de 
la toxina pertúsica (Sigma, procedente de 
Bordetellapertussis) a una concentración de 2,5 
ng/µl. Para ello, se introducía al ratón en un 
cepo de inmovilización (Cibertec), con la cola 
libre para su manipulación. La dilatación de la 
vena se realizó mediante la aplicación de calor 
sujetándola entre las manos del investigador. 
La toxina pertúsica se administró tanto el día 
de la inmunización como 48 horas después. 
Una vez terminado el procedimiento los 
animales eran devueltos a la jaula y colocados 
con la parte ventral hacia abajo dentro de un 
material aislante para evitar la pérdida de calor, y 
se les mantenía sin agua 5 horas, para facilitar la 
recuperación de la anestesia. Tanto su peso como su 
estado de salud eran comprobados de forma diaria 
desde ese día hasta el momento de su sacrificio. 
El día de la inmunización establecía el 
comienzo de la cronología del curso clínico; a 
partir de este momento, se contaba el tiempo en 
“días post-inmunización” (dpi).  La evaluación 
diaria se llevó a cabo por dos investigadores de 
forma visual, a doble ciego y en la misma hora y 
lugar,  siguiendo los criterios establecidos por el 
laboratorio en base a la literatura, dyo la siguiente 
puntuación de afectación: 0= asintomático; 0,5= 
parálisis de la parte distal de la cola; 1= pérdida de 
tono muscular en toda la cola; 1,5= cola flácida y 
ligera debilidad en las patas traseras; 2= debilidad 
manifiesta en las patas traseras; 2,5= parálisis 
total unilateral de una extremidad trasera; 3= 
parálisis bilateral de las extremidades traseras 
y debilidad en las delanteras; 3,5= paraplejia y 
parálisis unilateral de la extremidad delantera; 4= 
tetraplejia; 4,5= animal moribundo y 5= muerte. 
Los ratones se valoraron todos los días a 
doble ciego, desde el momento de la inmunización 
hasta el sacrificio, recogiendo el dato de peso 
y evaluyo la puntuación que alcanzaban en 
la escala clínica. Con estos datos se generó 
la siguiente relación de parámetros clínicos: 
pérdida de peso, puntuación máxima (“pico” en 
adelante), días desde el debut hasta la puntuación 
máxima   y  puntuación acumulada. Además, se 
estableció un parámetro denominado “índice de 
agresividad” de la enfermedad (aggressiveness 
index, AI, por sus siglas en inglés), que establece 
la relación entre la puntuación máxima del 
pico y los días que tarda en llegar al pico.
Siguiendo la normativa y la ética sobre 
experimentación animal, se aplicó el criterio de 
las 3Rs (reemplazo, reducción y refinamiento) 
durante todo el desarrollo de esta Tesis Doctoral. 
Además, se establecieron los siguientes criterios 
de punto final: sería sacrificado todo animal 
que alcanzase una puntuación en la evaluación 
clínica igual o superior a 4; o que se mantuviese 
con un 3 durante más de 48 horas; o que 
presentase signos de dolor o estrés durante más de 
48 horas aunque la puntuación fuese inferior a 3, 
tomados como tales verbalizaciones, presentación 
de estererotipias, lordocifosis, pérdida de pelo o 
pérdida de peso superior a 2 g/día. Ninguno de 











 » Procesado de bazo
Para la extracción del bazo, se inyectó 
a los ratones una dosis eutanásica de 100 
µl de Dolethal® intraperitonealmente. Una 
vez anestesiados, se les realizó una incisión 
longitudinal con tijeras de disección en la parte 
lateral derecha del abdomen para exponer la 
zona de extracción. A continuación, se retiró 
el tejido muscular y adiposo, se extrajo el bazo 
procuryo eliminar cualquier rastro de grasa 
circundante, y se recogió en medio de cultivo 
RPMI (Gibco) suplementado con 10 % de suero 
bovino fetal (SBF; Gibco) previamente inactivado 
(a 55ºC durante 30 minutos) y filtrado, y un 
1% de penicilina/estreptomicina (Sigma).  Cada 
bazo extraído se colocó en un filtro de 40 µm 
(BD Biosciences) sobre un tubo falcon de 50 ml 
(Sarstedt) y se disoció mecánicamente mediante 
la presión del tejido con la parte distal del émbolo 
de una jeringa de 2 ml (BD Biosciences) contra 
el filtro (ver esquema). A continuación, se hizo 
pasar dos veces 5 ml de RPMI suplementado por 
el filtro para recoger el mayor número posible de 
células. La suspensión celular se centrifugó a 145 
g  durante 5 minutos en un centrífuga de rotor 
basculante (Heraeus) y el pellet se resuspendió en 
un tampón de lisis para eliminar los hematíes, que 
contenía 0,15 M de NH4Cl, 9 mM de HCO3K y 0,1 
M de EDTA en agua destilada, durante 1 minuto 
en hielo. Inmediatamente después, la reacción 
se paró añadiendo el volumen restante hasta 
50 ml de PBS 1X estéril (Gibco) frío. Tras otra 
centrifugación a 1500 rpm durante 5 minutos, 
de las tandas realizadas para los experimentos 
de esta Tesis Doctoral, y ningún ratón alcanzó 
una puntuación máxima superior a 3,5.
3.  Tratamiento con IFN-ß
Para el estudio de la potenciación 
farmacológica de las MDSCs, se administró 
una dosis única de 10.000 unidades (40 
ng) de IFN-ß recombinante murino (Mouse 
Interferon Beta, mammalian, carrier-free, 
PBL Interferonsource, Piscataway, NJ, USA) de 
forma intraperitoneal o suero salino fisiológico 
(vehículo) en una única inyección de 200 
µl, desde el momento en el que los ratones 
presentaban una puntuación de afectación 
clínica entre 0,5 y 1,5 (ambos inclusive); y fueron 
sacrificados por dosis letal de pentobarbital 
(Dolethal®, Vétoquinol) a los tres días. 
4. Citometría de flujo y cultivo de células 
del bazo
Tanto para el análisis de poblaciones 
esplénicas como para la selección y posterior 
cultivo de linfocitos T y MDSCs, se extrajeron 
los bazos de ratones control y EAE, de forma 
previa a la fijación (en el caso de que el mismo 
ratón se utilizase para el estudio del tejido del 
SNC), a las 7 semanas de edad y en el momento 
descrito anteriormente para cada experimento.
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el pellet se resuspendió en 10 ml de tampón 
fosfato salino 1 X (PBS 1X) frío para proceder al 
recuento de las células obtenidas utilizando un 
hemocitómetro o cámara de Neubauer (Brand). 
Para ello, y debido al alto número de células que 
se preveía obtener de un bazo, se realizó una 
dilución 1:10 en PBS 1X frío y otra 1:2 en azul de 
Tripan (Trypan Blue, Gibco, marcador de células 
muertas) y se utilizaron 10 µl para el recuento. 
 » Marcaje de poblaciones esplénicas
En los casos en los que se precisaba el 
análisis de los marcadores de poblaciones 
esplénicas a partir del bazo total,  se separaron 2 
x 106 células y se resuspendieron en 50 µl de PBS 
1X suplementado con 10 % FBS (Gibco, inactivado 
por calor), 25 mM de HEPES (Gibco) y 2 % de P/S, 
y los receptores de la fracción constante (FCR, Fc 
receptor, en inglés) fueron  bloqueados durante 10 
minutos a 4 ºC con anticuerpos anti-CD16/CD32 
(BD Biosciences) a una concentración de 10 µg/
mL. Después del bloqueo, a la suspensión celular y 
el bloqueo de FCR se añadieron 50 µl que contenían 
los anticuerpos necesarios para el análisis de dos 
tipos de poblaciones, las poblaciones linfoides y 
mieloides,y se incubó durante 30 minutos a 4ºC 
en oscuridad y agitación. El panel de poblaciones 
linfoides constaba de los siguientes anticuerpos: 
anti-CD3-PB, anti-CD4-PE, anti-CD8-FITC, anti-
CD25- y anti-CD69-APC. El panel de células 
mieloides constaba de los siguiente anticuerpos: 
anti-CD11b-PerCP-Cy5.5, anti-Ly-6C-FITC, 
anti-Ly-6G-PE, anti-CD11c-APC, anti-MHC-II y 
anti-F4/80-Fluor450 (Tabla 5). A continuación, 
se añadieron 400 µl de PBS suplementado como 
anteriormente se ha descrito y se centrifugó 
a 1500 rpm durante 5 minutos para lavar el 
anticuerpo. El pellet resultante se resuspendió 
en 50 µl de PBS suplementado y se pasó por el 
citómetro de flujo FACS Canto II (BD, Biosciences) 
y su posterior análisis con el software FACS Diva 
6.1  y FlowJow 7.6.4 software (TreeStar Inc.).
En el caso de las células recogidas tras 
su cultivo en placas de 96 pocillos para su 
análisis, se recogió el medio de cada pocillo 
tras varias resuspensiones cuidadosas con la 
pipeta en tubos independientes por condición. 
A continuación, se realizaron dos lavados con 
PBS 1X frío para recuperar el mayor número 
posible de células y se añadieron al mismo tubo. 
La suspensión celular se centrifugó a 1500 
rpm durante 5 minutos y a continuación se 
procedió al bloqueo, marcaje y análisis como 
se ha descrito anteriormente en este epígrafe.
 » Aislamiento de MDSCs, cultivo y 
tratamientos
Para los experimentos en los que se 
requería el aislamiento de MDSCspara su 
cultivo, se procesó el bazo como se ha descrito. 
Una vez obtenida la suspensión celular y 
realizado el recuento, se centrifugó a 1500 rpm 
durante 5 minutos. Se realizó el bloqueo del FCR 
con anticuerpos anti-CD16/32) durante 10 
minutos a 4ºC en agitación y oscuridad en PBS 











los anticuerpos necesarios para el aislamiento: 
anti-CD11b-PerCP-Cy5.5, anti-Ly-6C-FITC y 
anti-Ly-6G-PE, durante 30 minutos en las mismas 
condiciones. A continuación, se añadieron 400 
µl de PBS suplementado y se centrifugó a 1500 
rpm durante 5 minutos para lavar el exceso de 
anticuerpo y el pellet resultante se resuspendió 
en 500 µl de PBS suplementado y se pasaron por 
el citómetro de flujo FACS Aria (BD Biosciences) 
a una densidad de 5 – 10 x 106 células/mL.
Previamente al día del experimento, 
el aparato había sido calibrado según los 
protocolos establecidos. Para ello, se realizaron 
controles de compensación para separaciones 
multiparamétricas (como en este caso, puesto 
que se utilizan tres anticuerpos) utilizando el 
kit ComBeads (BD Biosciences) de ratón, rata 
y háEMter, según el anticuerpo. Además, para 
establecer las regiones positivas se realizaron 
controles con todas las combinaciones de 
anticuerpos menos uno (FMO, fluorescence 
minus one, en inglés). Utilizando el software 
FACS Diva 6.1, se seleccionó la población Ly-
6ChighLy-6G-/low a partir de la población parental 
CD11b+ y se procedió a la separación celular en 
condiciones de baja presión (a 35 psi, del inglés 
pounds per square inch y boquilla de 70 µm), 
con una pureza en el proceso de separación 
siempre mayor del 95 % y manteniendo el 
flujo entre 4.000 y 6000 eventos por segundo.
Los dos aparatos de citometría de flujo 
(FACS Canto II y FACS Aria) estaban equipados 
con tres láseres, de 405-407, 488 y 633 nm. 
La preparación y mantenimiento de los 
equipos, así como el pase de las muestras  y la 
separación celular se realizó por parte del Servicio 
de Citometría del Hospital Nacional de Parapléjicos. 
Una vez obtenidas las MDSCs en un tubo 
de 15 ml que contenía suero fetal bovino (Gibco) 
suplementado con P/S al 1% y 25 mM de HEPES, 
se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos, 
se resuspendieron en medio IMDM (BioWest) 
suplementado con 10% de FBS (Gibco), 1% de 
P/S (Gibco), 50 µM de ß-mercaptoetanol (Sigma) 
y 2 mM de L-glutamina (Gibco). Las células se 
sembraron en pocillos de placas de 96 pocillos 
de fondo plano (Sarsted) en un volumen final 
de 100 µl, a diferentes densidades según el 
experimento, como se detalla a continuación:
1) Extracción de medios 
condicionados:
Se sembraron las MDSCs a una densidad de 
172.000 células/cm2 (5 x 104células por pocillo), 
y se cultivaron durante 24 horas. Transcurrido 
ese tiempo, se recogió el volumen de todos los 
pocillos en un tubo de 2 ml de volumen total y 
se centrifugó a 145 g durante 5 minutos para 
evitar la presencia de restos celulares en el medio 
condicionado.  Del sobrenadante se hicieron 
alícuotas y se congelaron a -80ºC hasta su uso.
2) Tratamiento con IFN-ß 
de MDSCs y co-cultivo con linfocitos T
Para el estudio del efecto del IFN-ß sobre 
el fenotipo de las MDSCs, las células aisladas 
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de ratones en el pico de la EAE se cultivaron a 
una densidad de 172.000 células/cm2 y se 
trataron con IFN-ß (1000 U/mL, preparado en 
suero salino) o vehículo (suero salino) durante 
18 horas. Transcurrido ese tiempo, el medio de 
cultivo fue retirado y se reemplazó por medio 
de cultivo nuevo atemperado, o linfocitos T no 
estimulados o policlonalmente estimulados en 
el caso del co-cultivo, para continuar en cultivo 
durante otras 48 horas. Las células se recogieron 
para su análisis a diferentes puntos temporales 
a lo largo del cultivo (0, 6, 18 y 72 horas), por 
centrifugación a 2000 rpm a RT, lavadas en PBS 
1X y procesadas para el panel de células mieloides.
 » Aislamiento de linfocitos T, cultivo y 
estimulación
Para el aislamiento y cultivo de linfocitos 
T, se procesó el bazo de un ratón hembra 
C57BL/6 sin inmunizar. Tras el bloqueo del 
FCR, se procedió al marcaje de los esplenocitos 
obtenidos con el anticuerpo anti-CD3-PB (BD 
Biosciences). A continuación, se añadieron 
400 µl de PBS suplementado y se centrifugó 
la suspensión celular a 2000 rpm   durante 5 
minutos para eliminar el exceso de anticuerpo. El 
pellet resultante se resuspendió en 500 µl de PBS 
suplementado y se pasó por el citómetro de flujo 
FACS Aria .Después de los pertinentes controles, 
y utilizando  nuevamente el software FACS Diva 
6.1, se seleccionó la población que se encontraba 
dentro de la región CD3+ y se procedió  a la 
separación celular en condiciones de baja presión 
(a 35 psi, del inglés pounds per squareinch y 
boquilla de 70 µm), con una pureza en el proceso 
de separación mayor del 95 % y manteniendo el 
flujo entre 4.000 y 6000 eventos por segundo.
Para la activación policlonal de linfocitos T, 
se realizó un tapizado del fondo de los pocillos de 
la placa de p96 con los anticuerpos anti-eCD3 y 
anti-CD28  purificados a una concentración de 1 
µg/mL en PBS 1X estéril, de manera que se activase 
el receptor de linfocitos T  (TCR, T cell receptor, 
en inglés) de la superficie de los linfocitos T, con 
la subsiguiente señalización intracelular. Para 
ello, la placa fue tratada con 50 µl de la solución 
acuosa con los dos anticuerpos, durante 3 horas, 
a 37 ºC. Transcurrido este tiempo, los pocillos se 
lavaron dos veces con PBS 1X estéril para eliminar 
el exceso, evityo en todo momento que se secaran.
Una vez obtenidas las células del citómetro 
de flujo en tubos de 15 ml con FBS suplementado 
con P/S al 1% y HEPES a 25 mM, se centrifugaron a 
1500 rpm durante 5 min y se resuspendieron en el 
medio de cultivo que contenía RPMI 1640 (Gibco) 
suplementado con L-glutamina a 2 mM, 1% de 
P/S y 5% de FBS. A continuación, se dispusieron 
690.000 células/cm2  (2 x 105 células por pocillo) 
en placas de 96 pocillos, tanto en pocillos tapizados 
(en adelante, “estimulados”) como sin estimular 
(“no estimulados”) con mezcla de anticuerpos 
para la activación, y se cultivaron durante 24 
-para el experimento in vivo- o 14 horas –para el 
experimento in vitro- hasta el co-cultivo con las 











tanto la supervivencia como la activación de 
los linfocitos T en cultivo. Para estudiar la 
supervivencia, se llevaron a cabo análisis de ciclo 
celular (como se explicará más adelante) y para 
estudiar la activación se marcaron las células 
de pocillos tratados y sin tratar  con el panel 
de células linfoides, tomandocomo referencia 
los marcadores de activación CD25 y CD69.
 » Ensayos de inmunosupresión en los co-
cultivos de MDSCs y linfocitos T
Para estudiar la potenciación funcional de 
las MDSCs con IFN-ß, se realizaron ensayos de 
inmunosupresión in vitro en co-cultivo con los 
linfocitos T. En el caso del tratamiento in vivo con 
el fármaco, las MDSCs extraídas de ratones EAE 
a los tres días de la administración del fármaco 
(o del vehículo) fueron centrifugadas a 145 g 
durante 5 minutos. El pellet celular resultante se 
resuspendió en el volumen proporcional de los 
pocillos en los que se encontraban los linfocitos 
T  -estimulados o no- durante 24 horas teniendo 
en cuenta  la relación de MDSCs: linfocitos T 
establecida, es decir 5 x 104 MDSCs por cada 
2 x 105 linfocitos T (1:4). La suspensión celular 
resultante se volvió a sembrar en los pocillos 
en los que se habían cultivado los linfocitos T 
correspondientes y el co-cultivo se mantuvo 
durante 48 horas, tras las cuales se recogieron 
todos los pocillos para el análisis de ciclo celular.
En el caso del tratamiento in vitro, los 
linfocitos T -estimulados o no-  cultivados 
durante 14 horas se recogieron de la siguiente 
forma: de cada pocillo se recogió en un tubo 
eppendorf el medio con el mayor número posible 
de células tras varios pipeteos cuidadosos; a 
continuación, se lavó el pocillo dos veces con PBS 
1X frío, recuperando el líquido en otro eppendorf, 
para después centrifugarlo a 2000 rpm durante 5 
minutos. El pellet resultante se resuspendió con 
el medio (más células) del primer eppendorf y 
se añadió a un pocillo de las MDSCs cultivadas 
como se ha descrito en el  anterior epígrafe, 
tras haberles retirado el medio. El co-cultivo 
se mantuvo 48 horas, tras las cuales las células 
se recogieron para el análisis del ciclo celular.
Para el análisis del ciclo celular, las células se 
recogieron en tubos eppendorf y el pocillo se lavó 
dos veces con PBS 1X frío para recuperar el mayor 
número posible de células. La suspensión celular 
se centrifugó a 2000 rpm durante 5 minutos, y el 
pellet se resuspendió en 300 µl de PBS 1X frío y 
se pasó cada muestra a un tubo falcon de 15 mL. 
A continuación, se fijaron las células mediante la 
adición de 700 µl de etanol al 70 % (previamente 
enfriado a -20ºC), gota a gota y por la pared, 
manteniendo los tubos en agitación suave con la 
ayuda de un vórtex. Las muestras se guardaron 
a -20ºC y al día siguiente se marcaron con 
ioduro de propidio libre de RNasa (Immunostep), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para 
la adquisición y análisis se utilizó el citómetro de 
flujo FACS Canto II (BD Biosciences), capturyo 
para cada muestra un mínimo de 30.000 eventos, 
y el ciclo celular se analizó utilizando el software 
FACS Diva 6.1 y FlowJow 10.2. La adquisición 
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y el análisis se realizaron en el Servicio de 
Citometría del Hospital Nacional de Parapléjicos.
5. Procesado de tejido nervioso para 
histología
La extracción y procesado del tejido nervioso 
se llevó a cabo siempre en el pico de máxima 
afectación clínica para el estudio de la agresividad, 
y a los tres días de la administración del fármaco 
en el caso del estudio del IFN-ß. En primer lugar, 
se preparó la solución de paraformaldehído 
(PFA, Sigma) al 4% en tampón fosfato 0,1 M, ph= 
7,4 (PB) con la que se iba a realizar la perfusión 
transcardiaca, solución que siempre se preparó 
el mismo día de la perfusión. Además, se montó 
la bomba peristáltica, con tres gomas: dos de 
entrada a la bomba, una procedente de un vaso 
de precipitados con PFA y otra con la solución de 
lavado (PBS 1X); y otra unida por una palometa 
a una aguja roma, que será la que se utilice para 
pinchar el corazón. Tras administrarle al ratón una 
dosis eutanásica de Dolethal® y esperar a que ésta 
hiciera efecto, se colocó al ratón con la vista ventral 
hacia arriba y con las extremidades sujetas a una 












espinal mediante la retirada de hueso con unas 
pinzas curvas finas, extrayendo también las 
raíces dorsales y ventrales de la médula espinal. 
Una vez extraído el tejido se procedía a 
su post-fijación mediante la inmersión en el 
líquido fijador (PFA al 4%) durante 4 horas a 
temperatura ambiente (room temperature, RT, 
por sus siglas en inglés) en agitación constante. 
Tras la post-fijación, las médulas espinales se 
lavaron durante 12 horas en PB en agitación y 
a 4ºC. A continuación, para su crioprotección se 
sumergieron en soluciones crecientes de sacarosa 
(Sigma) al 10, 20 y 30 % (peso/volumen) 
en PB, a 4 ºC, el tiempo suficiente en cada 
concentración para sumergirse completamente. 
Una vez finalizado el proceso, se dividieron en 
cuatro zonas: cervical, torácica rostral (T1), 
torácica caudal (T2) y lumbar, y ser retiraron 
cuidadosamente las meninges con ayuda de dos 
pinzas curvas. Posteriormente, cada sección 
se congeló encastrada en OCT® (Tissue-tek, 
Leica), realizando todo el proceso en hielo seco 
y conservándose a -80ºC hasta su uso. El OCT 
es un medio sintético que favorece la realización 
de cortes en criostato a temperaturas de -20ºC, 
para su posterior análisis inmunohistoquímico. 
La zona T1 de cada médula espinal fue 
cortada de manera coronal en un criostato 
(Leica), realizando cortes seriados de 20 µm 
de grosor que eran recogidos en portaobjetos 
Superfrost®Plus. Las secciones fueron 
almacenadas a -20 ºC hasta su utilización.
En el caso del tejido procedente de los 
bandeja de perfusión con poliespán. Se realizó 
un corte en la parte abdominal baja cerca de la 
línea media para posteriormente practicarle una 
laparotomía y extraerle el bazo, cuyo era necesario.
  A continuación se practicó una 
toracotomía, lo que permitió el acceso al corazón. 
Para poder trabajar más cómodamente, el cartílago 
del esternón se pinzó con un mosquito y se retiró 
de la zona de manipulación. Con unas tijeras de 
microdisección se realizó un corte en la aurícula 
derecha para permitir la salida de la sangre junto 
con el fijador. A continuación, se realizó una 
incisión en el ventrículo izquierdo con una cánula 
roma de forma horizontal y hasta la entrada de la 
aorta, sujetyo la cánula con unas pinzas a través 
del tejido cardíaco para evitar desplazamientos. En 
este momento se enciende la bomba peristáltica, 
y se hace pasar en primer lugar solución de 
lavado durante 3 minutos para proceder al 
lavado del sistema circulatorio y posteriormente, 
el líquido fijador (PFA al 4%) durante 5 minutos 
(Fig. 7). La bomba peristáltica se programó 
para generar un flujo constante de 18 ml/min.
La perfusión se consideraba un éxito cuyo 
la rigidez de la cola y las extremidades era total, y 
se veía reflejado en una mayor consistencia de los 
tejidos blandos. 
Para la extracción de la médula espinal, 
en primer lugar, se exponía la columna vertebral 
mediante la retirada de la caja torácica, la cabeza 
y las extremidades posteriores. Desde la parte 
más rostral de la columna y procediendo sobre 
la parte dorsal, se iba exponiendo la médula 
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ratones  EAE del HRCH de Málaga, la médula espinal 
fresca extraída tras el sacrificio y la perfusión 
con PBS 1X se fijó durante 48 horas a RT. Tras su 
inmesión en sacarosa al 30% (peso/volumen) en 
PB 0,1M durante 12 horas, se procedió de la misma 
manera para la conservación y corte del tejido.
6. Tinción de eriocromo cianina
Para el análisis de la desmielinización del 
SNC, se realizó la tinción de eriocromo cianina 
(EC), habitualmente utilizada en nuestro grupo 
(Moliné-Velázquez et al., 2011; Moliné-Velázquez 
et al., 2014). La eriocromo cianina es una 
tinción aniónica sintética que forma complejos 
con cationes como el hierro,  y que puede teñir 
tanto núcleos como mielina, dependiendo del 
compuesto diferenciador utilizado. En nuestro 
caso, los cortes histológicos se secaron durante 2 
horas a RT y otras 2 horas en una estufa a 37 ºC. 
A continuación, los portaobjetos se sumergieron 
en acetona fría durante 5 minutos a RT, y se 
dejaron airear durante 30 minutos para que se 
evaporase la acetona. Posteriormente, los cortes 
fueron sumergidos en una solución de tinción 
que contenía 0,2% de Eriocromo Cianina (Sigma), 
0,5% de ácido sulfúrico (H2SO4, Sigma) y un 4% 
de aluminio férrico (Sigma, preparado al 10% 
en agua destilada), en agua destilada durante 
30 minutos a RT. Tras ese tiempo, los cortes se 
lavaron en abundante agua corriente bajo el 
grifo para la eliminación del exceso de colorante. 
Para la diferenciación del tejido teñido, los 
cortes se sumergieron en una solución acuosa de 
aluminio férrico (Sigma) al 5% en agua destilada 
durante 10 minutos a RT. Tras lavar con agua 
corriente de la misma forma que anteriormente, 
los cortes se sumergieron en una solución de 
bórax-ferrocianuro, durante 10 minutos a RT. 
Tras lavar abundantemente con agua corriente, 
se comprobó la correcta diferenciación de la 
tinción bajo el microscopio de campo claro 
(zonas mielinizadas teñidas en color azul y zonas 
desmielinizadas blanquecinas o amarillentas). 
Para su conservación, y siempre bajo la 
campana de extracción de gases, las secciones se 
deshidrataron en una batería de soluciones de 
etanol (Panreac) de concentración creciente al 
70, 80, 90, 96 y 100%, se aclararon en dos baños 
de xileno (Panreac) al 100 % y se montaron con 
medio de montaje colocyo un cubreobjetos sobre 
las secciones. Los portaobjetos así preparados se 
dejaron secar en la campana y se conservaron a RT.
7. Inmunofluorescencia
Para la detección de antígenos presentes 
en la secciones, se sacaron las secciones del 
congelador a -20 ºC y se dejaron descongelar 
y secar a RT durante 1 hora. A continuación, se 
enjuagaron 3 veces durante 10 minutos cada 
lavado en PB y se realizó un pretratramiento 
con metanol al 10 % en PB 0,1 M a RT durante 
15 minutos y en agitación. Tras dos lavados de 
PB 0,1 M y PBS 1X de 10 minutos cada uno, se 











para evitar las uniones inespecíficas, que contenía 
un 5% de suero normal de burro (o en inglés NDS, 
normal donkey serum, Millipore) y un 0,02% de 
Triton X-100 (Sigma-Aldrich) en PBS 1X, durante 
una hora, en oscuridad, cámara húmeda y a 
RT. En el caso de los anticuerpos que requerían 
amplificación de la señal mediante el sistema de 
avidinas-biotinas  o método ABC utilizando el kit 
comercial Vectastain® (Vector Laboratories), se 
incubaron durante 15 minutos las secciones a RT 
en la solución comercial de bloqueo de avidinas 
primero, y de biotinas después, con tres lavados 
de 5 minutos de PBS entre una solución y otra. 
Tras una hora de incubación en la solución de 
bloqueo, que en este caso se trataba de suero de 
caballo (Vector Laboratories), NDSlas secciones se 
incubaron en la mezcla de anticuerpos primarios 
(Tabla 5) en la solución de bloqueo correspondiente 
durante 12 horas, a 4ºC y en cámara húmeda. 
Tras sucesivos lavados para eliminar 
el excedente de la solución de anticuerpos 
primarios, se realizó el revelado mediante 
la utilización de anticuerpos secundarios de 
fluorescencia o conjugados con biotina (para el 
caso del sistema ABC) en la solución de bloqueo 
a una concentración de 1:1000 durante una hora 
a RT. En el caso del sistema ABC, se incubaron 
las secciones durante 1 hora en la solución de 
avidinas y biotinas (preparada 30 minutos antes 
a una concentración de 1:200 en la solución de 
suero de caballo). Tras sucesivos lavados con PBS, 
se incubaron las secciones en tiramida (TSA®, 
Perkin Elmer, sistema de amplificación de señal) 
a 1:50 en el diluyente comercial durante 10 
minutos. Tras lavados, la secciones se incubaron 
en estreptavidina conjugada al fluróforo deseado 
a una concentración de 1:500 durante 30 minutos 
a RT. A partir de este punto, las secciones con y 
sin amplificación  se tiñeron con Hoechst (Sigma) 
para el revelado de núcleos a una concentración 
de 1:10 respecto al stock (100 µg/ml de 
Bisbencimida, Sigma-Aldrich, en agua milliQ) en 
PBS y durante 10 minutos a RT, en oscuridad y 
en cámara húmeda. Finalmente, las secciones se 
lavaron en PBS y se montaron con cubreobjetos en 
medio de montaje Fluoromont® (SouthernBiotech)
8. Detección de apoptosis en tejido mediante 
técnica de TUNEL
Para el análisis de los linfocitos T CD4+ 
en apoptosis se utilizó la técnica de TUNEL (del 
inglés, Terminal deoxynocleotidyltransferase 
(TdT)-mediated dUTP-fluorescein Nick End-
Labelling) con el kit comercial ApopTag Plus 
Fluorescein In Situ Apoptosis (Millipore). 
Siguiendo las instrucciones del fabricante, las 
secciones de médula espinal se descongelaron 
y atemperaron a RT durante 1 hora.  Tras tres 
lavados de 10  minutos en PB en agitación a RT, se 
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fijaron con PFA al 1% en PB también durante 10 
minutos en las mismas condiciones. Se realizaron 
lavados en PB y PBS 1X y una post-fijación 
durante 5 minutos en una solución de 1:1 etanol/
ácido acético absolutos, previamente atemperada 
a -20ºC. A continuación, tras dos lavados de 5 
minutos en PBS 1X se equilibró el tejido en el 
tampón de equilibrado proporcionado por el kit 
y se preparó para la incorporación de dUTP-
fluoresceína en los extremos 3’-OH del ADN 
mediante la incubación durante 1 hora a 37 ºC 
en la solución de la enzima TdT al 50% en tampón 
de reacción (proporcionado por el kit). Una vez 
transcurrido el tiempo de incubación, se paró la 
reacción con el tampón de parada y se incubó con 
anti-digoxigenina al 47% en solución de bloqueo 
durante 30 minutos a RT. Tras varios lavados 
con PBS, se realizó una inmunohistoquímica 
para células CD4+ siguiendo los mismos pasos 
que se han explicado en el apartado anterior. 
Se consideraban linfocitos T CD4+ en apoptosis 
cuyo los núcleos presentaban condensación 
de la cromatina y además presentaban 
marcaje positivo para la técnica de TUNEL.
9.Cultivo y purificación de células 
precursoras de oligodendrocitos (OPCs)
Para el estudio del efecto de las MDSCs 
sobre los OPCs, se realizaron cultivos primarios a 
partir de cortezas de ratones recién nacidos (edad 
postnatal 0) de la cepa CD1. Para ello, se utilizó 
uno de los métodos aceptados para la purificación 
de OPCs, esto es, la separación por selección 
magnética o MACS (Dincman et al., 2012). 
Una camada completa de ratones P0 (12-
16 ratones) se utilizó para cada cultivo primario. 
En primer lugar, el ratón era decapitado con unas 
tijeras de disección y la cabeza depositada en 
HBSS+/+ (del inglés Hank’s Balanced Salt Solution con 
Ca2+ y Mg2+; Gibco). A continuación, se procedía 
a la disección  del cerebro retirando el cráneo con 
cuidado y extrayéndolo con la ayuda de unas pinzas 
romas. Los cerebros se mantuvieron en un tubo 
falcon de 50 ml con HBSS+/+ en hielo hasta terminar 
la disección para ralentizar el metabolismo. La 
retirada de meninges y plexos coroideos se realizó 
bajo la lupa de disección colocyo los cerebros uno 
a uno en un placa de Petri con HBSS+/+  y con la 
ayuda de dos pinzas de microdisección y una aguja, 
empezando por la parte ventral y continuando por 
la parte dorsal. Una vez retiradas, se despejaron 
las cortezas eliminyo el resto de tejido cerebral 
(incluido el hipocampo). Una vez obtenidas las 
cortezas, se trocearon con la ayuda de una cuchilla 
en una placa de Petri de vidrio y se traspasaron a 
un tubo falcon de fondo cónico de 15 mL. Se lavó 
el tejido dos veces con HBSS-/- con centrifugaciones 
a 100 g durante 1 minuto y a continuación se 
resuspendió el tejido en una solución de digestión 
enzimática previamente atemperada que contenía 
1,8 mg/ml  de papaína (Worthingthon), 40 µg/
mL de DNasa (Sigma-Aldrich), 2 % de B27 (Gibco) 
y  de 0,5 mM N-acetil-cisteína (NAc: Sigma-
Aldrich) a una dilución de en medio Hibernate A 











una concentración del 20 %. La suspensión se 
centrifugó a 800 g durante 20 minutos sin freno 
para evitar la distorsión del gradiente y facilitar la 
retirada de los restos celulares y la mielina. Una 
vez retirados, se contaron las células y se realizó la 
incubación con el anticuerpo primario ratón-anti-
A2B5 (Millipore) a razón de 2 µg de anticuerpo 
por cada 107 células en MWB con 10 µg/ml de 
insulina, a 4ºC, en oscuridad y agitación durante 
25 minutos; y con el anticuerpo secundario IgM 
anti-ratón conjugado con perlas magnéticas (anti-
mouse IgM microbeads; Miltenyi) a razón de 20 
µl por cada 107 células, durante 15 minutos. En 
el caso de la separación de células O4+, se utilizó 
el anticuerpo primario obtenido de células de 
hibridoma a una concentración de 1:5 (DSHB, 
Developmental Studies Hybridoma Bank, Iowa) 
durante 25 minutos en las mismas condiciones, y 
la incubación del secundario se realizó de la misma 
manera que en el caso del A2B5.   Transcurridas 
las incubaciones, y tras lavar el anticuerpo con 
HBSS-/-  se procedió a cargar la columna de 
separación de tamaño mediano (MS, Miltenyi) 
en el imán. La columna había sido previamente 
mantuvo a 37 ºC durante 40 minutos en agitación 
suave, transcurridos los cuales se centrifugó 
a 200 g durante 5 minutos. El pellet resultante 
se resuspendió en 4 ml que contenía medio 
Hibernate-/- con 2% de B27 y 1:2000 de NAc 
(solución denominada “tampón de trituración”). 
Tras 5 minutos de espera para el equilibrado del 
tejido, se procedió a la trituración, que constó 
de tres fases: primero se hizo pasar el tejido 
por una pipeta de 5 ml, y luego por dos pipetas 
pasteur de vidrio previamente pulidas a la llama 
de un mechero Bundsen. Tras cada trituración, 
la suspensión celular se filtraba por una maya 
de 70 µm de tamaño de poro a un tubo falcon 
de 50 mL. Todo el material que se usara para la 
trituración estaba previamente recubierto con 
el tampón de lavado (MWB, Miltenyi washing 
buffer, que contenía PBS 1X, 2mM de piruvato 
de sodio,  0,5 % de BSA  y 2 mM EDTA, ajustado 
a un pH de 7,3). A la suspensión de célula única 
obtenida se añadía a continuación 11 mL de 
Percoll (GE Heathcare) al 90 % en PBS 10 X estéril 
y se añadía volumen de HBSS-/- hasta obtener 
Figura 13 Representación esquemática del protocolo utilizado para el aislamiento de OPCs, mediante la 
técnica de MACS.
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mojada con MWB, y las células resuspendidas en 
MWB con insulina (10 µg/ml). Tras la adición 
de las células, la columna se lavó tres veces con 
500 µl de MWB con insulina, y se procedió a la 
elución de la fracción positiva con 500 µL medio 
de cultivo, que contenía medio DMEM/F12 
(Gibco), 60 µg/ml de N-acetil-cisteína, 25 mM 
de D-glucosa (Normapur), 10 µg/ml de insulina, 
1,5 mM de piruvato de sodio, 50 µg/ml de apo-
transferrina, 16,1 µg/ml de putrescina, 40 ng/ml 
de selenito de sodio y 60 ng/ml de progesterona. 
En el momento de uso, este medio se suplementaba 
2% de B27 y N-acetil-cisteína a 1:2000; y para 
el medio de proliferación se añadía además los 
factores de crecimiento PDGF-AA y bFGF a una 
concentración de 10 ng/ml (el cual se denominará 
“medio de proliferación” en adelante).
 Las células A2B5+ y  O4+ obtenidas 
se contaron y se sembraron según el 
paradigma que se quisiera estudiar, como 
se describe en los siguientes epígrafes.
◊	 Proliferación
En el caso del estudio de la proliferación, 
se sembraron células A2B5+ a razón de 50.000 
células/cm2 (15.000 células/pocillo) en una placa 
de 96 pocillos, previamente tratada con poli-L-
Lisina (Sigma, 0,1 mg/ml en tampón borato, pH 
8,5) y laminina (Sigma, 10 µg/ml en PBS1X) según 
el protocolo de nuestro grupo (Medina-RodrÍguez 
et al., 2013), en un volumen de 100 µl de medio 
de cultivo suplementado con 2% de B27, 1:2000 
de NAc y 10 ng/mL de los factores de crecimiento 
PDGFAA y FGF2. A las 24 horas de cultivo, se 
retiró la mitad del medio de cultivo para añadir 
la misma cantidad del medio condicionado de 
MDSCs, descongelado y atemperado lentamente, 
con la correspondiente condición de vehículo 
(IMDM suplementado). Tras otras 18 horas de 
cultivo, se realizó el pulso de 50 µM de BrdU 
(5-bromo-2-desoxiuridina; Sigma-Aldrich), 
agente intercalante del DNA, durante 6 horas. 
Una vez retirada la BrdU, se reemplazó el 
medio por medio fresco (medio de proliferación 
en la condición control y 1:2 en el caso de la 
condición “vehículo” y “medio condicionado de 
MDSCs” y se permitió la proliferación durante 
otras 24 horas, siguiendo el protocolo de nuestro 
grupo. Transcurrido ese tiempo, las células se 
fijaron con PFA al 4% en PB durante 10 minutos 
y se les realizó la inmunocitoquímica para el 
marcador de linaje oligodendroglial (Olig2) y 
anti-BrdU (referirse a la tabla de anticuerpos).
◊	 Supervivencia
Para el paradigma de supervivencia de 
OPCs con medio condicionado de MDSCs, las 
células A2B5+ y O4+ obtenidas tras la separación 
magnéticase sembraron en cubreobjetos de vidrio 
colocados en placas de 24 pocillos a una densidad 
de 150.000 células/cm2 (20.000 células/
cubreobjeto) y en el medio de proliferación 
según lo explicado en el epígrafe anterior. Tras 
1 hora de cultivo, se retiró la mitad del medio 
de cultivo y se añadió el volumen equivalente 











suplementado para la condición “vehículo”. Tras 
48 horas en cultivo las células se lavaron con PBS 
1X atemperado y se fijaron durante 10 minutos 
con PFA al 4% en PB, para posteriormente realizar 
la técnica de TUNEL y la inmunocitoquímica para 
el marcador de linaje oligodendroglial (Olig2).
◊	 Migración
Para el estudio de la motogenicidad de 
las células A2B5+ y O4+ se utilizaron cámaras 
de quimiotaxis (cámaras de Boyden, Corning®). 
Este ensayo se basa en la capacidad de las células 
sembradas en un compartimento superior de 
migrar a través de un poro a un compartimento 
inferior en el que se encuentran factores de 
quimioatracción. En este trabajo, las cámaras se 
trataron previamente con poli L-lisina (0,1 mg/
ml en tampón borato, pH 8,5) durante al menos 
una hora a 37 ºC y 5 % de CO2, se enjuagaron 
dos veces con agua y se trataron con laminina (10 
µg/ml  en medio DMEM). Las células A2B5+ se 
sembraron en el compartimento superior a una 
densidad de 120.000 células/cm2 en medio de 
proliferación, con el mismo medio en la parte 
inferior. Transcurrida una hora, se retiró la mitad 
del medio del compartimento inferior y se añadió 
el volumen equivalente de vehículo o sobrenadante 
de MDSCs. El experimento se mantuvo durante 
20 horas, transcurridas las cuales se procedió 
a la fijación de ambos compartimentos con 
PFA al 4 % en PB durante 10 minutos, y se 
procedió a la inmunodetección de A2B5 y Olig2.
◊	 Diferenciación
En este caso, las células A2B5+ se 
sembraron en placas de 96 pocillos a una 
densidad de 50.000 células/cm2 (15.000 
células/pocillo) en medio de proliferación. A las 
24 horas del comienzo del cultivo se reemplazó 
la mitad del volumen por medio condicionado 
de MDSCs o IMDM suplementado para la 
condición “vehículo”, realizándose el mismo 
cambio cada dos días. Tras otros 6 días in vitro 
(7 días en total), las células se fijaron con PFA 
al 4% en PB y se procesaron para detectar por 
inmunocitoquímica los marcadores de linaje 
oligodendroglial (Olig2), de oligodendrocitos 
inmaduros (CNPasa) y maduros (MBP). 
10.  Inmunocitoquímica 
La detección de los diferentes marcadores 
en los OPCs y oligodendrocitos fijados se realizó 
mediante inmunocitoquímica, con diferentes 
anticuerpos (Tabla 5).  Para ello, se realizaron 
tres lavados con PBS 1X de 10 minutos, tanto de la 
placa de 96 como de 24 pocillos. A continuación, 
se bloquearon las uniones inespecíficas con 
una solución de bloqueo que contenía 5 % de 
NDS y 0,02 % de Triton X 100, en agitación. 
Tras una hora de bloqueo, se añadió la mezcla 
de anticuerpos primarios correspondiente en la 
solución de bloqueo y se incubó durante 18 horas 
a 4ºC, en oscuridad y en una cámara húmeda. 
En el caso de los cubreobjetos, y para evitar el 
uso de una cantidad excesiva de anticuerpo, 
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éstos se colocaron sobre una gota de la mezcla 
de anticuerpos en parafilm (Bemix), de forma 
que se cubriese la superficie del cubreobjetos 
por capilaridad. Tras tres lavados con PBS 
1X, se procedió a la incubación con la mezcla 
de anticuerpos secundarios (siempre a una 
dilución de 1:1000) nuevamente en la solución 
de bloqueo, durante 1 hora en oscuridad, a RT 
y en agitación. A continuación, se realizaron 
tres lavados, la tinción con Hoechst (para el 
marcaje nuclear) y otros tres lavados. Los 
cubreobjetos se montaron con medio de montaje 
Fluoromont® en un portaobjetos, mientras 
que las placas de 96 pocillos se mantuvieron 
en PBS 1X hasta la adquisición de imágenes.
Para el caso de los anticuerpos que 
no requerían Triton, la técnica se realizó de 
forma secuencial, procediéndose primero a la 
incubación con el anticuerpo que no requería 
detergente, fijando el marcaje con PFA 4% 
en PB durante 10 minutos y a continuación 
realizyo la segunda incubación con el/los 
anticuerpo/s que sí requería/n detergente. 
La detección por inmunocitoquímica 
de BrdU tiene un procedimiento especial. 
En este caso, se realizó en primer lugar la 
inmunocitoquímica para la detección de Olig2 
en las placas de 96 pocillos como se ha descrito, y 
tras la incubación con el anticuerpo secundario y 
los correspondientes lavados con PBS 1X, se fijó el 
marcaje con PFA al 4% en PB durante 10 minutos. 
A continuación, se realizaron tres lavados de 
10 minutos con PBS 1X y se desnaturalizaron 
las proteínas celulares con ácido clorhídrico 
(HCl) 1N durante 1,5 horas, en agitación y a RT. 
Tras tres lavados con PBS 1X, se realizaron tres 
lavados con tampón borato (pH 8,5), seguidos de 
otros tres lavados con PBS 1X. A continuación, se 
realizó la incubación con una solución de bloqueo 
que contenía FBS al 5 %, Triton al 0,03%, gelatina 
al 0,2% y  glicina 0,2M en PBS 1X, durante una 
hora, en agitación y a RT. Este mismo bloqueo se 
utilizó para realizar la solución que contenía el 
anticuerpo primario de BrdU (DSHB), con la que se 
incubaron las células durante al menos 18 horas. 
Transcurrido ese tiempo, se realizaron tres lavados 
con Triton al 0,03% en PBS1X, y la incubación 
con el anticuerpo secundario (en la solución de 
bloqueo descrita en este párrafo) durante 2 horas, 
en agitación y RT. A continuación, se procedió 
como en el resto de inmunocitoquímicas.
 
11. Cultivos organotípicos de rodajas de 
cerebelo
Para el estudio de la remielinización ex vivo 
se utilizaron cultivos organotípicos de rodajas de 
cerebelo de ratones de 7 días de edad postnatal 
(P7) de la cepa C57BL6, sin diferenciar el sexo. 
El protocolo se realizó siguiendo el procedimiento 
establecido en la literatura (Birgbauer et al., 
2004; de la Fuente et al., 2017; di Penta A. et al., 
2013; Zhang et al., 2011). En primer lugar, se 
decapitaron los ratones, se extrajo el cerebro  y 
cerebelo y se separaron mediante el uso de una 











día siguiente y después cada dos días. Tras una 
semana en cultivo para permitir la recuperación 
del tejido de la lesión producida por la cuchilla y 
el cese de la reactividad de la microglía, se indujo 
la lesión desmielinizante cambiyo el medio de 
cultivo por medio que contenía 0,5 mg/ml de 
LPC (Sigma), que se mantuvo durante 15 horas. 
Transcurrido ese tiempo, se retiró el medio que 
contenía la toxina, se lavaron los insertos con 
PBS 1X atemperado y se reemplazó por medio 
de cultivo fresco.  Al día siguiente (1 día post-
lesión o 1 dpl), se retiró el medio y se sustituyó 
por uno que contenía al 50 %medio de cultivo 
de organotípicos  y medio condicionado de 
MDSCs o IMDM suplementado (en el caso de la 
condición vehículo). Este cambio se realizó cada 
dos días durante el resto del experimento, hasta 
la fijación a los 4 y 8 dpl, tras la cual las rodajas 
se procesaron para inmunohistoquímica como se 
ha descrito anteriormente, usyo en este caso una 
solución de bloqueo que contenía 5% de NDS y 
0,05% de Triton, los anticuerpos MBP y NFH y 
realizyo los lavados con PBS y 0,01 % de triton.
Todos los experimentos se realizaron con 
el control interno de efectividad de la LPC, fijyo 
insertos con rodajas inmediatamente después de 
la retirada de la LPC del medio (0 dpl). Todos los 
experimentos recogidos en esta Tesis Doctoral 
alcanzaron un mínimo de 20 % de desmielinización.
 12.  Técnicas de imagen y análisis
Para la captura y el análisis de 
en una base de teflón ligeramente rallada para 
permitir una mejor adhesión del tejido y se cortó 
con cuchilla de forma automática (utilizando un 
McIllwain Tissue Chopper). El cerebelo se colocó 
perpendicular a la cuchilla (Gillete®), de forma 
que se obtuvieran cortes parasagitales de 350 µm 
de grosor. Las rodajas así obtenidas se colocaron 
en medio HBSS+/+ (con indicador de pH fenol red; 
Gibco) y se separaron cuidadosamente bajo la 
lupa a, con la ayuda de sujeta-agujas y agujas de 
25G de calibre. A partir de este momento, el resto 
de pasos del protocolo se llevaron a cabo bajo 
condiciones de “esterilidad” en la campana de 
cultivos celulares. Las rodajas se colocaron sobre 
insertos MilliCell® de 0,4 µm de tamaño de poro 
y 30 mm de diámetro (Millipore Merck, Sigma-
Aldrich), previamente colocados en pocillos de 
placas de 6 pocillos con 1 ml de medio de cultivo, 
humedecidos y atemperados en el incubador a 
37 ºC y 5 % CO2 al menos 1 hora antes de su 
uso.  El medio de cultivo que se utilizó durante 
todo el protocolo contenía HBSS+/+:BME:suero 
de caballo inactivado (1:2:1, Gibco), 28 mM de 
D (+)-glucosa (Normapur), 1% de una solución 
de penicilina/estreptomicina (10.000 U/ml 
de penicilina y 10 mg/ml de estreptomicina, 
Sigma) y 0,25 mM de Glutamax (Gibco). La 
colocación de las rodajas se realizó bajo la lupa, 
distribuyéndolas por el inserto de forma que no 
hubiese más de 6 rodajas por inserto, separadas 
entre sí y de los bordes, y retiryo la mayor cantidad 
de líquido posible para permitir una correcta 
interfase líquido/aire. El medio se refrescó al 
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Tabla 5. Tabla en la que se recogen los anticuerpos utilizados durante este trabajo. Abreviaturas: ICQ= 











imágenes tanto de tejido como de células se 
utilizaron distintos equipos y procedimientos. 
 » Microscopio confocal
En primer lugar, 3 secciones de 20 µm de 
grosor de médula espinal torácica por animal 
procesadas para inmunofluorescencia, con una 
separación entre sección y sección de 160 µm, 
se analizaron utilizando el microscopio confocal 
Leica TCS SP5 de escaneo rápido (Leica) del Servicio 
de Microscopía y Análisis de Imagen del HNP. 
Se adquirieron microfotografías de las 
áreas infiltradas de cada sección a 40X aumentos 
(realizando mosaicos cuyo fuese necesario), 
analizando los suficientes planos por foto 
para abarcar la totalidad del marcaje de los 
anticuerpos, con una separación entre planos de 
1 µm y una resolución de 1024 x 1204 píxeles. 
El recuento de las células se realizó utilizando 
el software LAS AF 2.6  (Leica), mientras que 
para la medida de área infiltrada y área total se 
utilizó la aplicación Image J (Image J). La misma 
se utilizó para el análisis semicuantitativo de la 
intensidad de marcaje de los anticuerpos Gr-1 
y CD124, analizando la intensidad media de 
fluorescencia de los píxeles positivos para el 
marcaje de membrana de 7-10 células por lesión. 
Para la toma de imágenes de los cultivos 
organotípicos de cerebelo se utilizó el microscopio 
confocal Leica SP-5 invertido de la Unidad 
de Imagen Científica y Microscopía del IC. Se 
realizaron 2 microfotografías a un aumento de 40X 
por rodaja, seleccionando al menos tres rodajas 
por condición de experimentos independientes. Las 
imágenes se obtuvieron de las zonas de acumulación 
de fibras nerviosas, con un zoom digital de 1,7, 
con 0,5 µm de distancia entre planos y de un 
grosor de alrededor de 10 µm, a una resolución de 
1024 x 1024 píxeles. La adquisición de imágenes 
representativas de los cultivos de diferenciación de 
OPCs se realizó en el mismo equipo, a un aumento 
de  40X y una resolución de 1024 x 1024 píxeles.
 » Microscopio time-lapse
En el caso del análisis de daño axonal con 
el marcaje de SMI-32, se analizaron 3 secciones 
por animal tomandomicrofotografías de toda la 
sección utilizando el microscopio DMI6000B 
para células viva-VTL (Leica). Las imágenes se 
analizaron utilizando una macro (abreviatura 
de “macroinstrucción”) de Image J, de creación 
propia por parte del Servicio de Microscopía y 
Análisis del HNP. De forma breve, consistía en la 
selección del área deseada (área de lesión vs área 
total; área de lesión vs área de sustancia blanca), 
establecimiento del umbral de fluorescencia 
para el fluoróforo en cuestión y ejecución. 
Las medidas resultantes aparecían en µm2. 
En el caso del análisis de los cultivos celulares 
realizados sobre cubreobjetos de los paradigmas 
de supervivencia y migración las imágenes se 
tomaron en el microscopio de fluorescencia Leica 
AF 6500-7000 (Leica) del IC. Se realizaron 10 
microfotografíaspor cubreobjeto, seleccionadas 
de forma aleatoria y con duplicados por cada 
condición, con el objetivo de 20X aumentos. El 
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recuento celular se realizó de forma manual y 
utilizando el programa Image J, aplicyo en todo 
caso un procesado con reducción del tamaño de 
la partícula (erode), dilatado (dilate) y separación 
de partículas unidas (watershed), y aplicando 
un tamaño mínimo de partícula de 10 µm2. 
 » Microscopio de estereología
Para el análisis de la zona desmielinizada en 
secciones teñidas con el método de EC, se tomaron 
microfotografías de la sección entera a 10X 
aumentos en el microscopio Olympus BX61 para 
estereología y mapeo anatómico, con cámara DP71 
(Olympus) del Servicio de Microscopía y Análisis 
del HNP, junto con superimágenes en mosaico 
capturadas usando el programa VisionPharm  y se 
analizaron las áreas utilizando la aplicación Image J. 
 » Analizador celular
Las placas de 96 pocillos utilizadas para 
el estudio de proliferación y diferenciación se 
analizaron utilizando el Analizador celular 
robotizado In Cell 1000 Analyzer (GE Healthecare 
Life Sciences) del Servicio de Microscopía y Análisis 
del HNP y  el In Cell Analyzer 2200 de la Universidad 
de Cambridge, respectivamente. Este equipo está 
especializado en celómica, es decir, medida de 
células. La celómica comprende la citometría de 
flujo y la citometría de imagen, Además, consta 
de dos paquetes  de software: captura y análisis.
Para la captura se usa el software In Cell 
1000 Analyzer, con el que se estableció un 
protocolo de captura automática de 50 imágenes 
de cada pocillo. Para ello, se utilizó un objetivo 
de 20x aumentos acoplado al láser encargado de 
determinar el punto de enfoque. A continuación, 
se eligieron los pocillos exactos de la placa a los 
que se le va a aplicar el protocolo.  Para adquirir 
las imágenes, se utilizaron tres filtros: el filtro 
para núcleos (Hoechst), con una longitud de 
onda de excitación de 360-40 y emisión de 
460-40; un filtro para detectar Alexa488, con 
una longitud de onda de excitación de 480-40 
y emisión de 535-50; y un filtro para detectar 
Alexa 594 con una longitud de onda de excitación 
de 565-30 y emisión de 620-60. En segundo 
lugar, para el análisis se utilizó el software In 
Cell 1000 Analyzer Workstation, que analiza 
las imágenes grabadas en formato propio del 
programa y en 12 bits (4000 tonalidades de gris). 
A continuación, se establece el protocolo 
de análisis. Para el caso de proliferación, se 
definió un valor de sensibilidad de segmentación 
para determinar qué es núcleo. De esta forma, 
se establecía como “máscara 1” la región 
ocupada por el núcleo y 2 µm más de perímetro 
alrededor. La “máscara 2” o célula creó un 
collar alrededor de la máscara uno utilizando 
las imágenes obtenidas con el segundo filtro 
(verde).  La “máscara 3” o referencia se creó a 
partir las imágenes obtenidas con el tercer filtro 
(rojo) tomandocomo referencia de la máscara 1. 
El siguiente paso en el análisis consistió en 
el establecimiento de los umbrales de cada filtro 
utilizando un árbol de decisión. El primer nivel 











Para ello, se estableció un valor de 26 µm2 por 
debajo del cual no se consideraba los elementos 
detectados con la máscara 1 como núcleos a 
considerar. Además, se estableció un valor de 2,5 
como factor de forma, por encima del cual no se 
consideraba núcleo. El segundo nivel consistió 
en la determinación de la intensidad del marcaje 
en verde (en este  caso Olig2), en el que se 
comparaba el valor de la máscara 2 con el núcleo, 
y en el que se estableció un valor de 2,610 (base 
log10) a partir del cual se consideraba marcaje 
positivo. Además, en este nivel se estableció un 
valor de 1,855 (base log10) por encima del cual 
los núcleos se consideraban demasiado gryes para 
pertenecer al linaje oligodendroglial. Por último, 
en el tercer nivel se determinaba la intensidad 
del marcaje del rojo (en este caso, BrdU), en 
el que se estableció un valor de 2,928 de la 
máscara 3 respecto al núcleo a partir del cual 
se consideraba positivo el marcaje. Los datos se 
guardaron en formato Excel (Microsoft Office).
En el caso del análisis de la diferenciación, 
se estableció un protocolo de captura automática 
de 50 imágenes de cada pocillo. Para ello, se 
utilizó un objetivo de 20x. El análisis del área 
ocupada por los oligodendrocitos diferenciados 
se realizó haciendo pasar una macro de Image J, 
cortesía de la Dra. Alerie Guzmán, del laboratorio 
del Dr. Franklin (Universidad de Cambridge).
 
13.Análisis estadístico
Para el análisis estadístico se utilizó el 
programa SigmaPlot 11.0® (Systat software, Inc). 
Los datos se expresan a lo largo de todo el trabajo 
como la media estadística  ± el error estándar de 
la media (SEM, standard error of the mean). En 
el caso de dos muestras apareadas o dependientes 
(observaciones artificialmente emparejadas por 
el investigador, atendiendo a características como 
“animales inducidos”, “células en cultivo”, “días 
post-inmunización”, etc.), se realizó el test de 
t de Student cuyo la distribución era normal y 
su correspondiente test de rangos (Ranks) cuyo 
no era normal.  Para los análisis de más de dos 
muestras, se utilizó el test ANOVA de una vía y 
su correspondiente no paramétrico (ANOVA on 
Ranks). En caso de ser significativo el ANOVA, 
se llevaron a cabo los tests de comparaciones 
múltiples (post hoc) más adecuados. Los estudios 
de correlación se llevaron a cabo utilizando el test 
de Pearson para distribuciones normales y el test 
de Spearman para distribuciones no normales, 
o cuyo el coeficiente de variación de Pearson 
(cociente entre la desviación estándar y la media, 
expresado en porcentaje) fuese superior al 30%.
El nivel mínimo de significación estadística fue 
de p < 0,05, estableciéndose los siguientes grados de 
significación: *p < 0,05; **p < 0,01; y ***p < 0,001. 




EAE, pudiendo convertirse en un nuevo factor a 
tener en cuenta para el diseño del tratamiento, 
a la vez que se incorpore como nuevo factor 
modulador para el estudio de las MDSCs in vitro.
1.1 El IFN-ß incrementa la presencia 
tanto periférica como en el SNC de MDSCs
En este estudio, se realizó una inyección única 
con IFN-ß (10.000 U/ratón, grupo denominado a 
partir de este momento como “EAE-IFN-ß”, frente 
al grupo al que se le administró suero salino, 
denominado “EAE-Veh”) en el momento en el 
que los animales presentaban una puntuación 
en la escala de evaluación clínica entre 0,5 y 1,5. 
Como se ha descrito previamente, el 
tratamiento con IFN-ß reduce la pendiente de 
la curva del curso clínico de la EAE (Cheng et 
al., 2015).  El tratamiento redujo la puntuación 
alcanzada por los animales de forma significativa 
desde el primer día post-inyección hasta el punto 
de máxima discapacidad, comparado con los 
animales tratados con vehículo (Figura 14A). 
1. LA CAPACIDAD INMUNOSUPRESORA DE LAS MDSCS SE VE POTENCIADA 
FARMACOLÓGICAMENTE CON IFN-ß
Como ocurre con otras células reguladoras, 
el potencial de la población de células mieloides 
supresoras reside por una parte en su capacidad 
para regular la abundancia y actividad de otras 
poblaciones del sistema inmune, y por otra parte 
en la importante plasticidad que presentan 
dependiente del ambiente inflamatorio circundante. 
Por estas razones, entender la función de estas 
células durante la patología de EM así como su 
posible modulación por agentes endógenos y 
exógenos podría aportar nuevos datos que permitan 
una mayor compresión de la fisiopatología y el 
diseño de mejores estrategias terapéuticas. Aunque 
cada vez se conoce más los efectos que diferentes 
tratamientos para EM tienen sobre las diferentes 
poblaciones inmunorreguladoras,   sólo el estudio 
llevado a cabo por Cantoni y colaboradores 
describía los efectos de uno de los tratamientos 
actuales, el acetato de glatirámero (GA),  sobre las 
MDSCs (Cantoni et al., 2017).  Siendo el IFN-ß 
un fármaco de primera línea para el tratamiento 
de esclerosis múltiple, así como una citoquina 
con función endógena implicada en diversos 
mecanismos reguladores, se desconcen muchos de 
los mecanismos de acción a través de los cuales ejerce 
su función, lo que se refleja en la falta y pérdida de 
efectividad, y la aparición de efectos secundarios.
 En el presente trabajo se quiso investigar 
cómo afecta el tratamiento a la presencia y actividad 
de las MDSCs en ratones con el modelo animal 
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Figura 14. A: El curso clínico de la EAE se 
ve mejorado con una inyección única de IFN-ß en 
el momento de debut de síntomas. Esta mejora es 
significativa desde el día siguiente del pinchazo y 
su efecto perdura hasta tres días después (momento 
del sacrificio y análisis del tejido). La flecha indica 
el día del tratamiento con IFN-ß (10.000 U/ml).
Para explorar si este efecto podía estar 
mediado por las MDSCs examinamos el sistema 
inmune periférico, concretamente el bazo (Figura 
15 A-C). El análisis de las diferentes poblaciones 
celulares por citometría de flujo del tejido esplénico, 
mostró que el porcentaje de MDSCs (células Ly-
6ChighLy-6G-/low con células CD11b+ como población 
parental) se aumentó un 43,93 ± 14,70 % respecto 
a los ratones tratados con vehículo (EAE-vehículo: 
6,65 ± 0,52, n= 4; EAE-IFN-ß: 9,57 ± 0,98, n= 7; 
p = 0,042). De esta forma, aunque el porcentaje 
que las MDSCs representaba respecto al total de 
esplenocitos no se vio aumentado significativamente, 
sí que se observó un enriquecimiento de esta 
subpoblación dentro de la población mieloide.  Sin 
embargo, el resto de los tipos celulares mieloides 
analizados no mostraron diferencias significativas 
en los ratones a los que se les administró el 
fármaco: neutrófilos CD11b+Ly-6CintLy-6Ghigh 
(EAE-vehículo: 61,15 ± 6,53; EAE-IFN-ß: 61,73 
± 4,84; p = 0,870); macrófagos CD11b+F4/80+ 
(EAE-vehículo: 6,25 ± 1,04; IFN-ß 7,73 ± 4,84; 
p = 0,130); células dendríticas CD11b+CD11c+ 
(EAE-vehículo: 13,78 ± 3,08; EAE-IFN-ß: 12,10 ± 
2,23; p = 0,664). Por el contrario, la proporción de 
células CD3+ (linaje T de linfocitos) respecto al total 
de esplenocitos se redujo de forma significativa tras 
el tratamiento (EAE-vehículo: 27,50 ± 3,05; EAE-








De hecho, el componente linfoide presentó 
algunas modificaciones tras el tratamiento con 
IFN-ß, siendo especialmente importante para la 
Figura 15. El contenido esplénico de MDSCs aumenta tras el tratamiento con IFN-ß. A: Ejemplos  representativos de cada 
uno de las poblaciones esplénicas representadas en B (línea blanca: EAE-Veh; línea gris: EAE-IFN-ß). B: Tres días después del 
tratamiento, el bazo de los ratones EAE-IFN-ß presentaba un aumento significativo del porcentaje de MDSCs dentro de la población 
mieloide, en paralelo a una reducción significativa del porcentaje de células T (CD3+) respecto al total de esplenocitos, comparado 
con los ratones EAE-Veh. El contenido de las otras subpoblaciones de células mieloides no se vio modificado por el tratamiento.
biología de las MDSCs el incremento significativo de la 
MFI de CD25 en la subpoblación de las células CD4+, así 
como el porcentaje de células  CD4+CD25+ (Figura 16)
Figura 16 Las subpoblaciones de linfocitos T se ven modificadas tras el tratamiento con IFN-ß. A-B: Histograma del 
porcentaje de linfocitos T y sus subpoblaciones respecto al total de esplenocitos (A) y células CD3+ (B), mostrando una 
reducción en la población de células T en general y en la subpoblación de CD8+ en particular.  C: Representación gráfica 
del porcentaje disminuido de células CD4+CD25- respecto al total de esplenocitos en los animales tratados con IFN-ß 
comparado con los animales tratados con vehículo. D: La MFI de CD25 se vio significativamente incrementada en las 
células CD4+. E: el porcentaje de células CD4+CD25high se vio incrementado tras el tratamiento con IFN-ß. Para el análisis 
estadístico se utilizó el test t de Student para muestras pareadas,  estableciéndose el nivel de significación como *p < 0,05; 








la evaluación clínica entre 0,5 y 1,5 (mismo grado 
de afectación clínica en el que los ratones reciben el 
tratamiento in vivo, Figura 17 A-B). Este porcentaje 
es mayor que el global de la población mieloide o 
que el de la población de neutrófilos; e igual al que 
presentan las células T. Sin embargo, la intensidad 
media de fluorescencia es claramente mayor en las 
células Ly-6Chigh  que en los linfocitos T (Figura 17C).
Una vez visto que el tratamiento modificaba 
la proporción de células Ly-6ChighLy-6G-/low (a 
partir de ahora se abreviarán como células Ly-
6Chigh, o M-MDSCs) , se comprobó si efectivamente 
esta población expresaba el  receptor IFNAR1, el 
más común para los IFNs de tipo I  (α/β) (Pogue 
et al., 2004; Schreiber, 2017). Este receptor 
estaba presente en la mitad de las células Ly-6Chigh 
esplénicas  de ratones EAE con una puntuación en 
Figura 17. Las células Ly-6Chigh expresan el receptor para IFN-ß. A-B: Gráficos representativos de la expresión 
de IFNAR1 en las poblaciones celulares del bazo, representadas en B. B: Las células T y las células Ly-6Chigh son las dos 
poblaciones con un porcentaje mayor de células que expresan IFNAR1. C: Las células Ly-6Chigh presentaban un nivel de 
expresión (MFI) mayor que las células CD3+.
 Sin embargo, como los síntomas clínicos en este 
modelo se derivan en su mayor parte de las lesiones 
inflamatorias y desmielinizantes concurrentes en 
el SNC, se quiso estudiar la presencia y fenotipo 
funcional de las MDSCs en la médula espinal 
(Moliné-Velázquez et al., 2011; Moliné-Velázquez 
et al., 2014). Como se puede observar en las vistas 
panorámicas de la figura 4 (Figura 18A-B), el tamaño 
del área lesionada en los animales tratados con 
IFN-ß era un 44.10 ± 13.25 % significativamente 
menor que los tratados con vehículo (EAE-Veh: 
13561,60 ± 2042,71; EAE-IFN-ß: 7581,63± 
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1797,14 µm2; p = 0,017), y el área infiltrada se 
restringía a los tractos ventrales, desapareciendo 
de las áreas dorso-laterales (Figura 18C).
Figura 18. El tratamiento con IFN-ß reduce el tamaño de las lesiones del SNC. A-B: Vistas panorámicas representativas 
de la médula espinal de ratones EAE-Veh (A) o EAE-IFN-ß (B) tres días después de la inyección. Las líneas discontinuas 
delimitan la zona infiltrada. C-E: La inyección única con IFN-ß indujo una disminución significativa en el área lesionada (C) 
y la proporción que ésta representa dentro del conjunto de la sustancia blanca (D). La barra de escala representa 150 µm.
Como se puede ver en trabajos previos 
(Moliné-Velázquez et al., 2011; Moliné-Velázquez 
et al., 2014) y se ha descrito previamente en la 
Introducción, la enzima Arg-I se ha convertido en 
un buen marcador para MDSCs en la médula espinal 
del modelo de EAE en ratones en el punto de máxima 
discapacidad clínica, siendouno de los principales 
mecanismos de supresión a través de los cuales actúan 
estas células. Aunque tanto el grupo control como 
tratado con el fármaco presentaba células Arg-I+ en 
sus lesiones, su densidad era significativamente mayor 
después del tratamiento con IFN-ß (EAE-Veh: 6720,30 
± 561,09; EAE-IFN-β: 15079,72 ± 883,99 cells/mm2; 
p < 0.001) (Figura18A). De hecho, la correlación 
inversa significativa observada en el grupo control entre 
tamaño de área infiltrada y densidad de células Arg-I+ 








Sin embargo, para saber si las células Arg-I+ 
que se veían afectadas tras el tratamiento con 
IFN-ß se correspondían con el fenotipo descrito 
para las MDSCs, se profundizó en el estudio de 
diferentes marcadores fenotípicos y funcionales.
1.2 El tratamiento con IFN-ß en ratones 
EAE induce el enriquecimiento de MDSCs con alta 
capacidad inmunosupresora en el infiltrado celular 
mieloide de la médula espinal.
A continuación, siguiendo las 
recomendaciones  de nomenclatura e identificación 
de MDSCs de Bronte y colaboradores relativa 
a estudios de tumores (Bronte et al., 2016) y 
la descripción fenotípica realizada por nuestro 
grupo en EAE (Moliné-Velázquez et al., 2011; 
Moliné-Velázquez et al., 2014), se procedió a la 
caracterización del fenotipo de las células Arg-I+ 
presentes en las lesiones del SNC. Se analizaron varios 
de los  diferentes marcadores específicos presentes 
en este tipo celular: CD11b, Gr-1 y CD124. CD11b 
es la proteína de superficie más utilizada para la 
identificación del linaje mieloide, incluyendo a las 
MDSCs (Zhu et al., 2007). Entre las células CD11b+, 
se pueden discriminar dos poblaciones: células 
CD11b+Arg-I- y CD11b+Arg-I+, perteneciendo las 
MDSCs con características inmunosupresoras a las 
últimas ((Moliné-Velázquez et al., 2011; Moliné-
Velázquez et al., 2014). Como ocurre en los ratones 
tratados con suero salino, todas las células Arg-I+ 
presentaban el marcador mieloide CD11b después 
de la administración de IFN-ß (Figura 20A-F versus 
G-L). Sin embargo, la composición del componente 
IFN-ß (EAE-Veh: r= -0,314, p= 0,00593, EAE-IFN-ß: 
r= -0,642, p = 0, 00000544; Figura 19B). Además, 
como se puede observar en la gráfica de correlación, la 
mayor parte de las lesiones en los ratones tratados con 
IFN-ß son lesiones pequeñas, siendo así que el percentil 
75 es 7693,275 µm2; mientras que en el caso de los 
ratones tratados con vehículo este valor es de 17650 
µm2. Estos resultados apuntan a un enriquecimiento 
de células Arg-I+  en la lesiones tras el tratamiento 
asociado a una disminución del área de tejido afectado.
Figura 19. El tratamiento con IFN-ß induce un 
enriquecimiento de célulasArg-I+ en el área lesionada de 
la médula espinal. A: La densidad de células Arg-I+ en las 
lesiones es significativamente mayor en los ratones EAE-
IFN-ß comparado con los ratones EAE-Veh. B: Existe una 
correlación inversa y muy significativa entre el contenido 
de células Arg-I+ y el tamaño de lesión, siendo esta relación 
más pronunciada en el grupo de animales tratados. Los 
círculos rojos representan el grupo EAE-Veh mientras 
que los amarillos representan el grupo EAE-IFN-ß.
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mieloide en los ratones tratados con el fármaco 
era diferente en comparación con los tratados con 
vehículo. Mientras que en los animales tratados 
con vehículo la densidad de ambas poblaciones 
(CD11b+Arg-I- y CD11b+Arg-I+) dentro de la zona 
infiltrada era similar, en los ratones tratados con 
IFN-ß la densidad de las células doblemente marcadas 
era alrededor  del doble que la de la población de 
células CD11b+Arg-I-, y significativamente mayor 
que la densidad de esta población en los ratones 
tratados con suero salino (EAE-Veh: 6720,301 µm2 
± 531,088; EAE-IFN-ß: 15079,718 µm2 ± 883,992; 
Figura 20P). Atendiendo al porcentaje que las dos 
subpoblaciones representan dentro del componente 
mieloide, se aprecia un enriquecimiento de células 
Arg-I+-MDSCs dentro del componente CD11b+ de 
un 32,51 ± 7,01 %, de forma que se vio reducida 
la proporción de células CD11b+Arg-I- y aumentada 
la de las células doblemente marcadas en el grupo 
que recibió el fármaco respecto al que recibió el 
vehículo. (EAE-Veh: 50,51 ± 1,94; EAE-IFN-β: 
66,93 ± 3,54; p < 0,001; Figura 20Q).Además, 
dentro del grupo de animales que recibieron el 
fármaco, el porcentaje de las células Arg-I+ estaba 
muy significativamente incrementado con respecto 
a la población CD11b+Arg-I- (Figura 20Q).
Para profundizar en el estudio de las MDSCs 
infiltradas en  la médula espinal, se analizó el 
fenotipo de la población de células CD11b+Arg-I+. 
Para ello, se estudió el nivel de expresión de dos 
marcadores de MDSCs, Gr-1 y la cadena alfa del 
receptor de interleuquina 4 (IL-4Rα, también 
conocido como CD124). En la literatura está 
ampliamente descrita la co-expresión de Gr-1 y 
CD11b en las MDSCs en el bazo (Kusmartsev and 
Gabrilovich, 2006; Serafini et al., 2006; Zhu et al., 
2007). Asimismo, como sucede en el caso del CD11b, 
todas las células Arg-I+ dentro del área infiltrada de 
la médula espinal presentaban  inmunorreactividad 
a Gr-1 (Figura 21A-F, característica fenotípica ya 
descrita por nuestro grupo en Moliné-Velázquez 
et al., 2011; Moliné-Velázquez et al., 2014). Se 
ha establecido previamente que cuanto menor es 
la  inmunorreactividad presentada por las MDSCs, 
mayor es la capacidad supresora sobre linfocitos T de 
este tipo celular (Moliné-Velázquez et al., 2014;Zhu 
et al., 2007), en estudios tanto in vitro como in vivo. 
Este estudio reveló un decremento significativo (23,25 
% ± 3,36) en el marcaje de Gr-1 de las células Arg-I+ 
dentro del sistema nervioso central del grupo tratado 
con fármaco frente al vehículo (EAE-Veh: 34,08 ± 
1,55; EAE-IFN-ß: 26,77 ± 1,09; p< 0,001; Figura 21G)
Además, la expresión de CD124 ha 
demostrado ser un indicativo de alta capacidad de 
inmunosupresión por parte de las MDSCs en cáncer 
(Gallina et al., 2006; Kohanbash et al., 2013; Yang 
et al., 2006) y EAE (Moliné-Velázquez et al., 2014) 
en el tejido diana. Cuando se analizó el marcaje de 
CD124 en las células CD11b+Arg-I+, se encontró que, 
aunque todas las células Arg-I+ presentaban marcaje 
positivo, éste era un 42,31 ± 4,72 %  mayor en los 
ratones tratados con el fármaco comparado con los 
tratados con suero salino (EAE-Veh: 43,09 ± 1,76; 









Figura 20. El componente mieloide infiltrado en el SNC se ve enriquecido en MDSCs tras el tratamiento con IFN-ß. 
A-L: Vistas panorámicas representativas (A-C y G-I) e imágenes en detale (D-F y J-L) de las áreas infiltradas de la médula 
espinal de ratones EAE-Veh (A-F) o EAE-IFN-ß (G-I). Las flechas apuntan a células doblemente marcadas y los asteriscos 
a células Arg-I-/CD11b+. P-Q: La población de Arg-I+/CD11b+-MDSCs se ve incrementada tras el tratamiento con IFN-ß 
como se ve por el aumento significativo en la densidad de células doblemente marcadas (P) y el porcentaje que éstas 
representan dentro del total de la población mieloide CD11b+. Las gráficas representan los resultados de tres animales por 
grupo.  La barra de escala representa: A-C; G-I = 25 µm y D-F; J-L = 10 µm.
Figura 21. Las MDSCs de ratones EAE-IFN-ß muestran un fenotipo inmunosupresor potenciado en la médula 
espinal. A-G: Aunque todas las células Arg-I+ muestran marcaje positivo para Gr-1, éste es significativamente meno ren 
los ratones a los que se les administró IFN-ß comparado con los que recibieron vehículo. Las flechas apuntan a células 
doblemente marcadas, y los asteriscos a células Gr-1+Arg-I-. La barra de escala en A-F representa 25 µm. Se muestran los 








apoptosis de linfocitos T en el tejido afecto en el 
modelo animal EAE y por otra lado la efectiva 
supresión de linfocitos T a través de la promoción de 
su apoptosis, a lo cual se dedica el siguiente epígrafe.
Para comprobar si el fenotipo inmunosupresor 
que presentan las MDSCs y que se vio potenciado 
tras el tratamiento con IFN-ß era funcional era 
necesario comprobar por una parte el nivel de 
Figura 22. Las MDSCs de ratones EAE-IFN-ß muestran un fenotipo inmunosupresor aumentado en la médula 
espinal. A-F: Vistas panorámicas donde se muestra el marcaje de las lesiones de la médula espinal para Arg-I (en rojo) y 
CD124 (en verde). G: La intensidad media de fluorescencia de CD124 en las células  Arg-I+ se ve claramente incrementada 
tras el tratamiento con IFN-ß.Las flechas apuntan a células doblemente marcadas, los asteriscos a células Arg-I+CD124- 
y las puntas de flecha a células Arg-I+CD124-. La barra de escala en A-F representa 25 µm. Se muestran los resultados 
obtenidos de tres ratones por grupo (n= 3).
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1. 3    El tratamiento con IFN-ß promueve la 
supresión de linfocitos mediada por MDSCs.
En primer lugar, se quiso estudiar cuál era el 
nivel de apoptosis de linfocitos T CD4+ en la médula 
espinal tras el tratamiento in vivo con IFN-ß. Para 
ello se analizó la presencia de linfocitos T CD4+ que 
presentaban reactividad a TUNEL y por lo tanto se 
encontraban en apoptosis. La adquisición de un fenotipo 
supresor potenciado tras el tratmiento con el fármaco 
descrito en el anterior apartado  fue acompañada de un 
incremento de un 308,30 ± 88,59 % en la densidad de 
linfocitos T CD4+ TUNEL+ comparado con los ratones 
tratados con vehículo (EAE-Veh: 514,01 ± 79,30; EAE- 
IFN-ß: 1501,3 ± 438,72 cells/mm2; p< 0,05; Figura 23). 
Figura 23. La apoptosis de linfocitos T se ve incrementada tras la administración de IFN-ß. A-F: Vistas panorámicas 
de lesiones de la médula espinal de ratones EAE a los que se administró suero salino (A-C) e IFN-ß (D-E), en las que los 








y 1,5 se les administró una única dosis bien de 
vehículo de IFN-ß y los bazos se recolectaron tres 
días después del tratamiento. Posteriormente, se 
aislaron las MDSCs esplénicas siguiendo la misma 
estrategia de selección por citometría de flujo ya 
descrita en el apartado “Material y Métodos”. Las 
MDSCs aisladas de ratones que habían recibido 
vehículo (MDSC-Veh) o IFN-ß (MDSC-IFN-ß) se 
sembraron para su co-cultivo con linfocitos TCD3+ 
(extraídos de ratones control y previamente pre-
activados de forma policlonarl o no con un tapizado 
de anti-CD3e/anti-CD28 durante 24 horas) en 
una proporción 1:4 (MDSC:linfocitos) durante 
48 horas (Fig 19 A). El análisis del ciclo celular se 
realizó utilizando la tinción con ioduro de propidio, 
agrupyo las fases del ciclo celular en tres: células 
muertas, células en apoptosis (subG1) y células 
viables en ciclo (comprendiendo los estadíos G0-
G1, S y G2-M). Este análisis reveló que las MDSC-
IFN-ß inducían un incremento significativo de 1., 
4 ± 0,36 y 1,44 ± 0,49 veces en el porcentaje de 
linfocitos T muertos o apoptóticos, respectivamente, 
junto con una reducción de  en la proporción de 
linfocitos T viables en comparación con las MDSC-
Veh (Figura 24B-B’).  Es importante resaltar que 
no se encontraron cambios en la viabilidad de los 
linfocitos sin estimular expuestos al co-cultivo 
con MDSCs-IFN-ß respecto a las MDSCs-Veh, lo 
que descarta una inmunosupresión generalizada e 
indiscriminada. La conclusión que se puede obtener 
de estos datos en que las MDSCs de ratones tratados 
Este último resultado, junto con la 
descripción de la disminución del marcaje de 
Gr-1 y el aumento de la intensidad de CD124 en 
el grupo tratado con el fármaco,  apunta al IFN-ß 
administrado in vivo como un fármaco potenciador 
del fenotipo inmunosupresor de las MDSCs.
Sin embargo, es necesario demostrar no 
sólo el viraje hacia un fenotipo más supresor, sino 
la promoción de una supresión efectiva y directa 
sobre los linfocitos T, sus dianas putativas. Para 
ello, se realizaron ensayos de inmunosupresión in 
vitro desde dos aproximaciones diferentes. Una vez 
analizado el efecto de la administración in vivo de 
IFN-ß tanto en el curso clínico como en el sistema 
inmune periférico y en el SNC, se quiso averiguar los 
efectos funcionales de la administración del fármaco 
en la promoción de la supresión de lo células T. 
Para entender mejor si el IFN-ß podría ejercer 
algún efecto directo sobre la capacidad supresora 
de las MDSCs, se diseñó un ensayo in vitro para la 
supresión de linfocitos T con MDSCs obtenidas a 
partir de ratones tratados con vehículo o IFN-ß.  De 
esta forma, se aislaba la interacción entre MDSCs 
y linfocitos T del resto de poblaciones inmunes y 
del ambiente inflamatorio circundante, evitando 
la interferencia de los posible efectos beneficiosos 
del IFN-ß derivados del apagado general de la 
respuesta inflamatoria tanto en  la periferia como 
en el tejido diana. Como ya se planteó en el punto 
1.1,  a ratones EAE que presentasen una puntuación 
en la escala de evaluación clínica de entre 0,5 
densidad de los linfocitos T CD4+ en apoptosis, puesta de manifiesto mediante la técnica de TUNEL, era significativamente 
mayor en el grupo de EAE-IFN-ß comparado con el grupo EAE-Veh.. La barra de escala representa 10 µm
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durante 18 horas con vehículo (MDSCs-Veh) o 
IFN-ß (MDSCs-IFN-ß) y se co-cultivaron a una 
proporción 1:4 (MDSCs:linfocitos T) con linfocitos T
con IFN-ß no sólo son más numerosas sino que además 
presentan una mayor actividad inmunosupresorasobre 
los linfocitos T activados (Figura 24 B-E).
Figura 24. El IFN-ß promueve la capacidad supresora de las  MDSCs sobre los linfocitos T en cultivo A: 
Representación esquemática del procedimiento experimental cuantificado en B-E. B: Cuantificación del porcentaje de 
linfocitos T control y activados en contacto con MDSC-IFN-ß en los distintos estadios del ciclo celular, representados como 
ratio de incremento respecto a los linfocitos T en contacto con MDSC-Veh (línea discontínua, representando el 100 %). 
Se puede ver un incremento en los linfocitos muertos y en apoptosis y una disminución de las células viables sólo en el 
caso de linfocitos activados. C-E: Representación de los porcentajes absolutos  de los linfocitos T activados en contacto con 
MDSCs de ratones tratados o no, en los tres estados del ciclo celular: células muertas (C), en apoptosis (D) y viables (E). 
Los datos se obtuvieron de tres experimentos independientes y se analizaron con el test ANOVA de una vía.
Para saber si esta  modulación de su actividad 
podría ser inducida también in vitro, y para demostrar 
si el efecto del fármaco era directo sobre las MDSCs, 
se realizó el segundo abordaje experimental. Para 
ello, se pre-trataron MDSCs obtenidas de ratones 
EAE sin tratar en el punto máximo de discapacidad 
extraídos de ratones control y cultivados durante 
14 horas sin estimularo con un tapizado de anti-
CD3e/CD28 para su activación (Figura 25A). Los 
resultados del análisis de ciclo celular mostraron 
que el porcentaje de linfocitos T activados muertos 








Con el objetivo de comprobar cuál era el alcance 
del tratamiento con IFN-ß sobre las MDSCs, se 
realizó el mismo experimento pero con una menor 
proporción de MDSCs (1:10). En este caso, se 
demostró que los cambios observados en el ciclo 
celular de los linfocitos T presentaban una tendencia 
hacia las mismas diferencias (Figura 25 C-C’). En 
conjunto, los datos presentados en este estudio 
demuestran que el IFN-ß ejerce un efecto directo 
sobre la capacidad inmunosupresora de las MDSCs.
contacto con las MDSCs-IFN-ß  en comparación con 
aquellos cultivados conlas MDSCs-Veh, viéndose 
también reducido de forma significativa el porcentaje 
de linfocitos T viables (Figura 28 B-B’). De forma 
destacable, y al igual que ocurría en el primer abordaje 
experimental anteriomente mostrado, estas diferencias 
sólo se observaron sobre los linfocitos T activados pero 
no en los cultivados sin estimulación, demostrando 
que no se trataba de un efecto indiscriminado que 
pudiese provocar una inmunosupresión generalizada. 
Figura 25. El tratamiento con IFN-ß potencia directamente la capacidad supresora de las MDSCs en co-
cultivo con linfocitos T pre-activados. A: Esquema del procedimiento experimental. B-C’: Las MDSC-INF-ß aumentan 
significativamente el porcentaje de linfocitos T activados muertos o en fase de apoptosis comparado con las MDSC-
Veh y disminuye el de linfocitos T viables, cuyo se co-cultivan a una proporción de 1:4 (B; B’), existiendo una 
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1. 4 El IFN-ß mejora la actividad supresora 
de las MDSCs mediante el mantenimiento de su 
estado indiferenciado
Con el objetivo de encontrar una explicación 
sobre el mecanismo por el que el IFN-ß potencia la 
actividad supresora en las MDSCs, y dado que la ésta 
está altamente determinada por su grado de madurez, 
se llevó a cabo un análisis a lo largo del tiempo de 
cultivo del principal marcador de M-MDSCs  (Ly-
6C) y un marcador de madurez de la subpoblación 
M-MDSCs (el marcador de macrófagos F4/80). 
En primer lugar, se quiso comprobar la intensidad 
media de fluorescencia) de Ly-6C durante el pre-
tratamiento con IFN-ß. En este sentido, las MDSCs 
tratadas con el vehículo perdieron parcialmente la 
MFI de Ly-6C después de 6 horas in vitro, siendo 
este descenso no significativo en el grupo cultivado 
en presencia de IFN-ß (Figura 26A). Sin embargo, 
tras 18 horas in vitro la MFI de Ly-6C se recuperó 
en las MDSCs-IFN- ß llegando a un valor similar al 
mostrado por las células recién aisladas por FACS, y 
significativamente mayor que el de las MDSCs-IFN-ß 
a las 6 horas y que las MDSCs-Veh al final del pre-
tratamiento. Además de esto, el nivel de expresión 
del marcador F4/80 aumentó ligeramente y de la 
misma manera en los dos grupos experimentales a 
las 6 horas. Sin embargo, este aumento se disparó 
significativamente a las 18 horas en las MDSCs 
tratadas con vehículo, mientras que las tratadas con 
el fármaco permanecieron con una baja expresión 
de este marcador. Aunque el aumento de las MFI de 
tendencia en la misma dirección en el caso dedel cultivo a una proporción 1:10 (C; C’). Las gráficas reflejan los porcentajes 
relativos (B; C) y absolutos (B’; C’). Los datos se obtuvieron de tres experimentos independientes y se analizaron con el test 
ANOVA de una vía.
las MDSCs-IFN-ß a las 18 horas es significativamente 
mayor que a las 6 horas, seguía siendo muy 
significativamente menor que el alcanzado por las 
MDSCs-Veh (Figura 26B). Todos estos resultados 
apuntan al IFN-ß como un potente controlador 
del fenotipo inmunosupresor de las MDSCs.
Figura 26. El IFN-ß mantiene la capacidad 
inmunosupresora de las MDSCs mediante la prevención 
de su maduración. A-B: Análisis del cultivo a lo largo del 
tiempo de la MFI de Ly-6C (A) y F4/80 (B) como medida 
de la identidad y nivel de madurez, respectivamente, 
de MDSCs cultivadas con IFN-ß (MDSC-IFN-ß) y suero 
salino (MDSC-Veh) durante 18 horas. El tratamiento 
con IFN-ß preservó la expresión de Ly-6C a los mismos 
niveles que las MDSCs recién aisladas (A). Además, el 








independientemente de la  presencia o ausencia de 
la citoquina (Figura 27C). En el caso del F4/80, la 
MFI fue solo inferior al final del pre-tratamiento, 
es decir a las 18 horas in vitro, siendo similar en 
el resto de condiciones, esto es,  cuyo el IFN-ß se 
eliminaba del medio de cultivo (Figura 27D). En 
conjunto, estos datos indican que el IFN-ß previene 
la diferenciación de MDSCs cuyo es añadido al 
medio de cultivo, siendo este efecto permanente en 
el caso de la expresión de Ly-6C pero totalmente 
dependiente de su presencia en el caso del F4/80.
Los resultados obtenidos en esta primera 
parte de la tesis doctoral apuntan al IFN-ß como 
fármaco modulador de la presencia y actividad de 
las MDSCs tanto en el sistema inmune periférico 
como en el sistema nervioso central. La disminución 
del tamaño de las lesiones observadas en ratones 
EAE a los que se les administró el fármaco se vio 
acompañada de un enriquecimiento de MDSCs 
dentro del componente celular infiltrado. 
Además, esta población presentaba un fenotipo 
inmunosupresor potenciado, lo que se demostró 
también con dos tipos de ensayos in vitro. De la 
misma manera, el incremento de apoptosis de 
linfocitos T en el componente celular infiltrado de 
la médula espinal observado tras el tratamiento con 
IFN-ß y que no se puede asociar de forma causal 
con la mayor presencia y actividad de MDSCs se 
confirmó in vitro de forma directa mediante el 
co-cultivo con MDSCs desde dos aproximaciones 
experimentales: por una parte, con MDSCs 
provenientes de ratones tratados con el fármaco; 
y por otra parte, con MDSCs pre-tratadas in vitro.
MDSCs a lo largo del cultivo puesto que el nivel de expresión 
de F4/80  disminuyó significativamente en presencia del 
pre-tratamiento con IFN-ß (B).
Con el objetivo de comprobar si el fármaco en 
estudio producía un efecto permanente y directo en la 
preservación del estado indiferenciado de las MDSCs 
bajo las diferentes condiciones de co-cultivo diseñadas, 
se analizó el fenotipo de las MDSCs (Ly-6C y F4/80) 
cuyo se cultivaban solas o junto a linfocitos T sin 
estimular o policlonalmente activados,  y se comparó 
con el fenotipo observado al final del pretratamiento 
con IFN-ß o vehículo (18 horas). La sola presencia 
de las células T activadas estimuló un incremento 
de la MFI de Ly-6C en las MDSCs pre-tratadas con 
vehículo (Figura 27A; ANOVA de los grupos vehículo: 
p < 0,01). Por el contrario, el pre-tratamiento con 
IFN-ß predispuso a las MDSCs a presentar una 
significativamente mayor MFI de Ly-6C después de 
todas las condiciones de cultivo (ANOVA de los grupos 
de MDSCs-IFN-β: p <0,05; Figura 27A). En el caso 
del F4/80, la alta MFI observada 18 horas después 
del cultivo con MDSCs tratadas con vehículo no 
mostró variaciones significativas entre las condiciones 
experimentales  (ANOVA de los grupos de MDSCs-
Veh: p = 0,204). Por el contrario, la retirada de IFN-ß 
del medio de cultivo  produjo un aumento significativo 
en la MFI de F4/80 (ANOVA de los grupos de IFN-β: 
p < 0,001) cuyo las MDSCs se cultivaron solas o en 
presencia de linfocitos T sin estimular, pero similar 
a las 18 horas cuyo se cultivaron junto a linfocitos T 
activados (Figura 27B). La comparación de la MFI de 
Ly-6C  entre las MDSCs pre-tratadas con vehículo o 
IFN-ß mostró que las MDSCs-IFN-ß  presentaban unos 
niveles más elevados de fluorescencia que las primeras, 
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Figura 27. El pretratamiento in vitro de MDSCs con IFN-ß promueve el mantenimiento de su estado de inmadurez. 
A-B: Histogramas mostrando la MFI de Ly-6C y F4/80 de las MDSC-Veh y MDSC-IFN-ß tras 48 horas en co-cultivo 
con linfocitos T control o activados, en números absolutos (A y B) o en ratios de incremento respecto a MDSC-Veh (C y 
D). La MFI de Ly-6C de las MDSC-Veh se vio sólo incrementada en presencia de linfocitos T activados. Por el contrario, 
el pretratamiento con IFN-ß durante 18 horas indujo un aumento significativo en la MFI de Ly-6C cuyo las MDSCs se 
cultivaron solas o en contacto con linfocitos T control/activados (A).  La MFI de F4/80 no experimentó cambios entre 
condiciones tras el pretratamiento en el grupo vehículo. Sin embargo, la pre-exposición a IFN-ß indujo una mayor MFI de 
F4/80 en todas las condiciones (B). C: Las MDSC-IFN-ß muestran una mayor MFI de Ly-6C al final del pretratamiento, 48 
horas después, o en presencia de linfocitos T control, pero similar a la alcanzada en presencia de linfocitos T activados. D: 
La disminución significativa de la MFI de F4/80 observada al final del pretratamiento con IFN-ß no se detectó en el resto 








parte de “Resultados” se profundiza en la relación 
de la presencia de MDSCs con diversos aspectos 
de la EAE tanto clínicos como histopatológicos.
2.1. Clasificación de la evolución clínica 
de la EAE y descripción de datos clínicos.
El desarrollo del modelo de EAE en ratón, 
realizyo el procedimiento estándar establecido y 
descrito en el apartado de “Material y métodos”, 
entraña una cierta variabilidad en la evolución 
del curso clínico de la enfermedad. Se observaron 
animales con un rápido progreso de los síntomas 
que además alcanzaban un grado de máxima 
discapacidad (que denominaremos “pico”, en 
adelante) elevado en pocos días, mientras que en otros 
la fase creciente era menos acentuada y el pico menor. 
Como está ampliamente descrito en la 
literatura, y se ha demostrado en la primera 
parte del apartado anterior, el curso clínico de la 
EAE se puede ver modificado tras el tratamiento 
con diversos fármacos. En esta tesis doctoral se 
demuestra que la mejora en la evolución clínica 
producida tras la administración de IFN-ß 
está asociada con una modulación tanto en la 
presencia periférica y central de MDSCs, como 
en su fenotipo y capacidad inmunosupresora. La 
relevancia de las MDSCs en la evolución del curso 
clínico de la EAE está aún por explorar, pero la 
capacidad reguladora intrínseca de estas células, 
su modulación farmacológica con resultado clínico 
y las variaciones de abundancia relacionadas con 
los distintos estadios del curso de la enfermedad 
apuntan a un posible papel en la determinación de 
la evolución clínica.  En este segundo punto de la 
2.   RELACIÓN ENTRE LA PRESENCIA DE CÉLULAS MIELOIDES SUPRESORAS Y LA SEVERIDAD DE LA EAE
Score máximo*
Duración de la enfermdad**
AI=
Tabla 6. Parámetros clínicos recogidos durante el seguimiento de la EAE. A: Tabla con la descripción estadística de 
los datos clínicos. B: Fórmula utilizada para el cálculo del índice de agresividad. Abreviaturas: SEM= error estándar de la 
media; IQR= rango intercuartílico;  AI= índice de agresividad. El tamaño muestral es de 20 ratones. *Puntuación máxima 
alcanzada en la escala de evaluación clínica; **días trasncurridos entre el debut de síntomas (0,5-1,5 en la escala) hasta el 




La recogida de datos dio lugar a observación 
empírica de una alta variabilidad en la evolución 
del curso clínico de la EAE,  existiendo ratones con 
un bajo y alto índice de agresividad, patrón similar 
al que ocurre en los pacientes de esclerosis múltiple. 
Para intentar descifrar el mecanismo 
subyacente se procedió al análisis de las 
poblaciones esplénicas del conjunto de ratones 
analizados: células dendríticas, macrófagos, células 
presentadoras de antígeno (de las cuales no se 
muestran los datos por no considerarse relevantes 
para la pregunta biológica de esta parte de la tesis 
doctoral) y MDSCs en el componente mieloide; 
y linfocitos T CD4+ y CD8+ en el componente 
linfoide. Se observó que la abundancia de MDSCs 
esplénicas presentaba una variabilidad acorde a la 
variabilidad encontrada en la evolución del curso 
clínico, como se puede observar en los ejemplos 
representativos de la figura 23 (Figura 28A-D). 
Además, se observaron ratones que 
alcanzaban el mismo pico  en un número distinto 
de días. Se siguió el curso clínico de 20 ratones a los 
que se tomaron los siguientes parámetros clínicos 
(recogidos en la tabla 6): puntuación (denominado 
“score” en adelante) máxima, score acumulado, 
duración de la enfermedad (tomando el debut de 
síntomas como punto inicial y  el segundo día con 
repetición de score máximo como punto final) y peso. 
Además, se estableció un parámetro denominado 
“Índice de Agresividad” (AI, aggressiveness index, 
por sus siglas en inglés) y similar al MSSS de uso 
común en clínica, definido  como el cociente entre 
la máxima puntuación alcanzada en la escala 
de evaluación clínica (ver apartado de “Material 
y Métodos”), considerado como tal el score 
máximo mantenido durante dos días consecutivos 
dividido por el número de días transcurrido 








2.2   Relación de la riqueza esplénica de MDSCs 
con los  datos clínicos y las poblaciones linfoides del 
bazo
Con el objetivo de determinar la relación 
del sistema inmune periférico con la diferente 
evolución clínica de la enfermedad, los datos de 
los porcentajes de las poblaciones anteriormente 
descritas se cruzaron con los datos clínicos. De entre 
los datos analizados, se encontró que el porcentaje 
Figura 28. La población de MDSCs es menos abundante en ratones con un curso clínico severo. A-D: Ejemplos 
representativos del curso clínico (A, C) de un ratón con un índice de agresividad alto (AI = 0,875; A, B) y bajo (AI = 0,5; 
C, D), y de sus respectivos dot plots de la población esplénica de MDSCs respecto a células mieloides (B, D).
de MDSCs tanto respecto al total de esplenocitos como al 
componente mieloide presentaba una correlación inversa 
significativa tanto con la pérdida de peso (r=-0,636, p 
< 0,01; r= -0,623, p< 0,01, respectivamente),  como 
con el índice de agresividad (r= -0,728, p< 0,001, r= 
-0,769, p< 0,001, respectivamente), siendo este último 
dato extremadamente significativo; mientras que no se 
encontró correlación con el score máximo en ninguno de 
los casos ni con el score  acumulado en el caso del análisis 




Figura 29. El porcentaje de MDSCs se correlaciona de forma inversa y signifcativa con la evolución clínica. A y 
F: Tablas resumen de los valores estadísticos obtenidos al correlacionar el porcentaje de MDSCs respecto a esplenocitos 
totales (A) y respecto a células mieloides CD11b+ (F)  con los diferentes parámetros clínicos. B-D: Gráficas de las 
correlaciones encontradas entre la población de EMDSCs respecto a esplenocitos totales (B-D) y células mieloides (G-J) y 
la pérdida de peso (B, G), el score máximo alcanzado (C, H), el score acumulado (D, I) y el índice de agresividad (E, J). El 
tamaño muestral comprende 20 ratones. Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el coeficiente de correlación no 
paramétrico de Spearman, donde el valor mínimo de significatividad fue p< 0,05.
De esta forma se puede concluir que un mayor 
porcentaje de MDSCs en el sistema inmune periférico 
está relacionado con una menor agresividad del 
curso clínico de la EAE. Por otra parte, el análisis 
de los datos del componente linfoide de células
T (CD3+) confirmó su influencia en la evolución de 
la enfermedad, ya que las correlaciones encontradas 
tanto en a población de linfocitos CD4+ como 
CD8+ con la pérdida de peso  y la agresividad, 








(no se muestran los datos por no aportar 
respuesta a la pregunta biológica de este objetivo). 
 A continuación, y teniendo en cuenta que 
el principal mecanismo inmunosupresor conocido 
de las MDSCs hasta el momento es la supresión de 
los linfocitos T, quisimos comprobar la correlación 
estadística existente entre estas dos poblaciones. 
A
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2.3   La carga periférica de MDSCs está relaci nada 
con la apoptosis de linfocitos T en el SNC
Como se ha comentado anteriormente, la 
principal vía a través de la cual las MDSCs ejercen 
su función supresora de la respuesta inmune 
es mediante el bloqueo de la proliferación y la 
inducción de anergia y/o apoptosis de los linfocitos 
T autorreactivos CD4+ (células principalmente 
afectadas en la EAE) y CD8+ (en EM y EAE). 
Como se ha mostrado en el epígrafe anterior, 
la abundancia de las dos subpoblaciones de 
linfocitos del bazo está inversamente relacionada 
con el porcentaje de MDSCs de forma periférica.
En el bazo de ratones con EAE en el pico 
de su curso clínico se comprobó la correlación 
inversa y significativa entre el porcentaje de MDSCs 
tanto respecto al total de esplenocitos como al 
componente mieloide con la población de linfocitos 
T CD3+( r= -0,815, p< 0.001; r= -0,585, p< 0.01, 
respectivamente), así como con las dos subpoblaciones 
clásicas , CD4+ (r= -0,799, p< 0,001; r= -0,611, p< 
0.01, respectivamente) y CD8+ (r= -0,819, p< 0,001; 
r= -0,618, p< 0,01, respectivamente; Figura 30A-G).
Las correlaciones presentadas en este 
apartado apuntaban a una influencia diferencial del 
porcentaje de MDSCs esplénicas en la evolución del 
curso clínico de la EAE, siendo un porcentaje alto 
indicativo de una enfermedad más leve, y relacionado 
con el porcentaje de las poblaciones linfoides. Cuyo 
se compararon las poblaciones esplénicas de  los 
ratones con distintos comportamientos en cuanto 
a evolución clínica, basados en una división por la 
mediana del índice de agresividad , se comprobó 
que el porcentaje de MDSCs respecto a esplenocitos 
totales en los ratones con alto índice de agresividad 
era significativamente menor respecto a aquello 
con bajo índice de agresividad (AI < 0,55: 7,85 
± 0,744; AI> 0,55: 4,79 ± 0,468; Figura 31).
Figura 30. El contenido esplénico de MDSCs y linfocitos T CD4+ y CD8+ están inversamente relacionados. A: Tabla 
resumen de los valores estadísticos de las correlaciones encontradas entre las población de MDSCs y las poblaciones de 
linfocitos T CD3+, y sus subpoblaciones, CD4+ y CD8+. B-G: Gráficas de las correlaciones inversas existentes entre el 
porcentaje de MDSCs, tanto respecto a esplenocitos totales (B-D) como a la población mieloide (E-G), y el porcentaje de 
linfocitos T CD3+ (B, E), CD4+ (C, F) y CD8+ (D, G). Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el coeficiente de 
correlación no paramétrico de Spearman, donde el valor mínimo de significatividad fue p< 0,05.
Figura 31. La población de MDSCs es menos 
abundante en ratones con un curso clínico de la EAE 
más severo. A: Histograma que refleja los porcentajes 
de las diferentes poblaciones y subpoblaciones linfoides 
y de MDSCs, en el que se observa una disminución 
significativa de estas últimas en los animales con un 
índice de agresividad por encima de la mediana. Para 
la estadística se utilizó el test t de Student para muestras 








Con el objetivo de estudiar la presencia y 
viabilidad de los linfocitos T infiltrados en el sistema 
nervioso central de ratones con distinto índice de 
agresividad, se analizó el nivel de apoptosis de 
una de las subpoblaciones, los CD4+, mediante la 
combinación del marcaje con CD4 y la técnica 
de TUNEL, que marca células en apoptosis, y se 
relacionó con la abundancia de MDSCs periféricas. 
Para este estudio, y todos los realizados en tejido, 
se analizaron 12 ratones de la muestra original. 
Las correlaciones encontradas entre el índice de 
agresividad y el porcentaje esplénico de MDSCs se 
mantuvieron tanto respecto a esplenocitos totales 
(r= -0,641, p< 0,05) como respecto a células 
mieloides (r= -0,695, p< 0,05; Figura 32 A-B). 
El análisis del tejido demostró que tanto 
la densidad como el porcentaje de linfocitos T 
CD4+ en apoptosis se correlacionaba de forma 
directa con el porcentaje de MDSCs del bazo, 
tanto respecto a esplenocitos totales (porcentaje: 
r= 0,710; p< 0,05; densidad: r= 0,618, p< 0,05) 
como respecto a la población mieloide (porcentaje: 
r= 0,604, p< 0,05; densidad: r= 0,585, p< 0,05; 
Figura 33), lo que refuerza de la idea de las MDSCs 
como reguladoras, de forma tanto periférica como 
central, de la apoptosis de los linfocitos T CD4+.
Figura 32. Gráficas de correlación de los 12 ratones seleccionados para los análisis de tejido. A, B: Gráficas que 
representan las correlaciones inversas y significativas entre el índice de agresividad y las MDSCs respecto a esplenocitos 
totales (A) y células mieloides (B). Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el coeficiente de correlación no 









médula espinal (r= -0,664, p< 0,05; r= -0,749, 
p< 0,001, respectivamente; Figura 34 E-F).
Como la consecuencia directa de una 
desmielinización total y/o prolongada de tipo 
inflamatorio es la afectación de los axones (Dandekar 
et al., 2001;Haines et al., 2011)se quiso estudiar el 
grado de daño axonal presente en la médula espinal 
de ratones con EAE que habían experimentado 
diferente grado de agresividad en su evolución 
clínica, y si éste tenía alguna relación con la carga 
esplénica de MDSCs. Para ello, se utilizó un marcaje 
específico para la forma no fosforilada de la proteína 
de neurofilamentos NFH (SMI-32), marcaje que 
se utiliza para la detección de axones dañados en 
EM (O’Sullivan et al., 2017; Wegner et al., 2006). 
Como se observa en las imágenes, el daño axonal de 
la sustancia blanca es más prominente en aquellos 
ratones con un índice de agresividad superior a 
0,55, tanto dentro del área lesionada como en la 
sustancia blanca profunda (Figura 35A-C). Como 
ocurrió en el caso de la mielina, el tamaño del área 
con daño axonal se correlacionaba de forma directa 
y significativa con el índice de agresividad (r= 
0,648; p<  0,05; Figura 35G), así como el  porcentaje 
que esta área representaba respecto al total de la 
sustanciablanca (r= 0,694; p< 0,05; Figura 35F). 
2.4    La destrucción de mielina y el daño axonal es 
mayor en ratones con una EAE más severa
Puesto que una de las principales marcas de este 
modelo, con el consiguiente reflejo en la evolución 
clínica, es la concurrencia de afectación neurológica 
con el ataque del sistema inmune, analizamos el daño 
provocado en el tejido nervioso atendiendo a dos 
aspectos: grado de desmielinización y daño axonal. 
En primer lugar, y puesto que ésta es 
una característica histopatológica claramente 
relacionada con la evolución sintomatológica del 
grupo experimental (Moliné-Velázquez et al., 
2011; Moliné-Velázquez et al., 2014), se estudió 
el grado de desmielinización en ratones  con 
distinta evolución clínica de la EAE, mediante la 
utilización de la tinción de eriocromo cianina, 
con la cual las zonas desmielinizadas pierden la 
tinción azul de la sustancia blanca (Figura 34 A-B). 
Se confirmó la correlación directa y significativa 
entre el índice de agresividad del curso clínico y 
los dos parámetros utilizados para el estudio de la 
desmielinización, el tamaño del área desmielinizada 
y el porcentaje de área desmielinizada respecto al 
total de área de sustancia blanca (Figura 34C-D). 
Además, se encontró una relación inversa y muy 
significativa entre el porcentaje que la población 
de MDSCs del bazo representaba respecto a 
esplenocitos  totales y respecto a la población 
mieloide y el grado de desmielinización de la 
Figura 33. El grado de apoptosis de linfocitos T CD4+ en la médula espinal es más prominente en los ratones con un 
índice de agresividad mayor. A-F: Imágenes representativas de una lesión de un ratón con un bajo (A-B, AI< 0,55) y alto 
índice de agresividad (D-E, AI< 0,05), en las que se muestra un mayor número de células CD4+ (en rojo) marcadas con 
TUNEL (en verde) en la primera. Las flechas amarillas apuntan a células doblemente marcadas y los asteriscos a células CD4+ 
G-H: Gráficas de las correlaciones estadísticas encontradas entre el porcentaje (G-H) y la densidad (I-J) de los linfocitos T 
CD4+ y el porcentaje de MDSCs periférico respecto a esplenocitos totales (G-I) y a células mieloides (H-J). El tamaño muestral 
es de 12 ratones. La barra de escala representa 10 µm. Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el coeficiente de 
correlación de Pearson donde el valor mínimo de significatividad fue p< 0,05.
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Figura  34.  La abundancia de MDSCs del sistema inmune periférico es un indicador del grado de desmielinización de 
la médula espinal. A-B: Imágenes panorámicas representativas de una sección de médula espinal con tinción de eriocromo 
cianina (aumento de 20X) de un ratón con un bajo (A) y alto índice de agresividad (B), con las zonas desmielinizadas 
delimitadas por una línea discontínua. C-D: Gráficas de las correlaciones encontradas directas y significativas entre 
el índice de agresividad y el área desmielinizada (C) y el porcentaje de área desmielinizada (D). E-F: Gráficas de las 
correlaciones encontradas directas y significativas entre el porcentaje de MDSCs respecto a esplenocitos totales (E) y 
respecto a células mieloides (F) y el porcentaje de área desmielinizada. La barra de escala representa 200 µm. Los análisis 
estadísticos se realizaron utilizando el coeficiente de correlación de Pearson, o en su defecto, el coeficiente de Spearman, 








presentaba daño axonal como el porcentaje con el 
porcentaje de MDSCs, obteniéndose en todo caso 
una correlación inversa y significativa  (Fig. 30 G-J).
Figura 35. La médula espinal de ratones con una EAE más severa muestran un mayor daño axonal, en una relación 
directa con el contenido esplénico de MDSCs. A-D: Vistas panorámicas de secciones transversales de la médula espinal de 
ratones que presentaban un índice de agresividad bajo (AI< 0,55; A, B) y alto (AI> 0,55; C, D), en el que se realizó una 
inmunofluorescencia para daño axonal con el marcador SMI-32 (en verde), con el área lesionada delimitada por la línea 
naranja discontínua. E-F: Gráficas que muestran la correlación significativa y directa entre el índice de agresividad y el 
tamaño del área positiva para el marcador SMI-32 (E) y el porcentaje que ésta representa respecto al total de sustancia 
blanca (F). G-J: Gráficas de las correlaciones entre el porcentaje de MDSCs respecto a esplenocitos totales (G, H) y a 
células mieloides (I, J) con el tamaño del área con daño axonal (G, I) y  porcentaje de área con daño axonal respecto 
al total del área de sustancia blanca (H, J). Las flechas blancas apuntan a axones positivos para SMI-32, cortados de 
forma transversal, y en azul aparecen los núcleos teñidos con Hoechst. La barra de escala representa 25 µm. Los análisis 
estadísticos se realizaron utilizando el coeficiente de correlación de Pearson, o en su defecto, el coeficiente de Spearman, 
donde el valor mínimo de significatividad fue p< 0,05. 
Para saber si el daño axonal asociado 
a una diferente evolución de la enfermedad 
estaba relacionado con la abundancia de MDSCs 
periféricas, se comparó tanto el tamaño del área que 
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Figura 35 (Continuación).
De esta forma, se puede hablar de que 
existe una participación al menos parcial de 
esta población en el desarrollo y severidad de 
la EAE, puesto que el porcentaje la población 
de MDSCs  sirve como indicador de diferentes 
aspectos relacionados con la severidad de la EAE. 
Todos estos datos apuntan a que el 
contenido periférico de MDSCs se correlaciona 
de forma significativa con una mayor apoptosis 
de los linfocitos T CD4+ (cuya promoción está 
descrita como el principal mecanismo a través 
del cual las MDSCs ejercen su función), con 
una menor desmielinización de la sustancia 








inmunes infiltradas, se tomó ventaja de dos abordajes 
experimentales complementarios. Por una parte, se 
utilizaron cultivos primarios de células precursoras 
de oligodendrocitos (OPCs) aislados de corteza 
cerebral de ratones neonatales (P0) pertenecientes 
a distintos estadios de maduración (células 
A2B5+ y células O4+, Figura 36-37) y se analizó 
su comportamiento en cuanto a supervivencia, 
migración, proliferación y diferenciación hacia 
fenotipos mielinizantes. Por otro lado, se utilizaron 
cultivos organotípicos de rodajas de cerebelo de 
ratones neonatales (P7) durante la tercera y más 
importante ventana  temporal de mielinización 
activa en ratón (Kessaris et al., 2006; van Tilborg E. 
et al., 2018; Zhang and Goldman, 1996).  En ambos 
casos, se estudió el efecto que ejercía el medio 
condicionado de MDSCs purificadas de bazos de 
ratones con EAE en el punto de máxima afectación 
neurológica y cultivadas durante 24 horas en medio 
IMDM suplementado (ver apartado “Material y 
Métodos”), como un primer paso para conocer si 
los factores solubles producidos por las MDSCs 
ejercían algún efecto neuroprotector sobre los OPCs.
Para ello, se realizó una caracterización 
del cultivo celular de las células A2B5+ (Figura 
36) y O4+ (Figura 37), con los marcadores más 
usados: Olig2, NG2, PDGFRa, Sox10, A2B5 y O4.
El hecho de que una mayor presencia de estas 
células en órganos del sistema inmune periférico 
esté inversamente relacionada con un menor daño 
tisular aporta la base para hipotetizar un posible 
efecto neuroprotector/neuroregenerador de estas 
células sobre la mielina y las células productoras de 
mielina, es decir, oligodendrocitos y sus precursores. 
Al estudio de esta hipotética función nunca antes 
descrita para las MDSCs se dedica este bloque. 
En el apartado anterior se ha descrito el uso de 
esta población celular como indicador de severidad 
de la enfermedad en términos de evolución clínica 
y daño tisular. Esto permite establecer un nexo de 
unión entre una población inmune reguladora 
de forma periférica, siendo además uno de los 
principales componentes del infiltrado celular, 
con la biología de la mielina y los oligodendrocitos. 
Teniendo en cuenta el ya demostrado papel de 
las células inmunes de tipo M2 en los procesos 
regenerativos que tienen lugar en el SNC tras 
un insulto desmielinizante  (Dombrowski et al., 
2017; Miron et al., 2013), y las características 
funcionales y bioquímicas de las MDSCs que 
permiten incluirlas dentro de la categoría de células 
reguladoras, existen motivos más que suficientes 
para pensar en un rol similar de las MDSCs sobre 
los procesos de mielinización/remielinización.
Para estudiar si las MDSCs ejercían un 
efecto regenerativo sobre el tejido y las células del 
SNC distinto de la inmunosupresión de las células 
3.   LAS MDSCS EJERCEN UN EFECTO PRO-REGENERATIVO SOBRE LA MIELINA, LAS CÉLULAS PRODUCTORAS 









Figura 36. Caracterización del cultivo celular de las células A2B5+, aisladas de cortezas de ratones P0 mediante el 
método de MACS, a 1 hora , 24 horas y 48 horas tras el aislamiento. A-C: Imágenes representativas del cultivo, donde las 
células aparecen marcadas por Olig2 (verde),  A2B5 (rojo) y PDGFRa (blanco). Se observa la colocalización de los tres 
marcadores en todas las células del cultivo.  D-F: Las células aparecen marcadas por NG2 (verde) y A2B5 (rojo), donde 
se observa un mayor marcaje de las prolongaciones conforme avanza el tiempo de cultivo, en los dos casos. G-I: Marcaje 
celular con el factor de transcripción Sox10 (rojo), donde se puede observar la colocalización con todos los núcleos del 
cultivo. La barra de escala representa 25 µm. 
3.1 Efecto de los factores solubles de las 
MDSCs sobre la biología de las células precursoras 
de oligodendrocitos
◊	 3.1.1 Los factores solubles producidos por las 
MDSCs aumentan la supervivencia de los OPCs
Como primera aproximación para el estudio 
de la supervivencia, se analizó el comportamiento de 
los OPCs sin estímulo apoptótico, según el esquema 
de la figura 28. Para ello, las células A2B5+ y 
O4+  se cultivaron durante 48 horas en presencia 
del sobrenadante obtenido de MDSCs cultivadas 
durante 24 horas, a una proporción de 1:1 con 
el medio de proliferación de OPCs, condición 
que se denominará en adelante “MDSC-CM” 
(del inglés, conditioned media). La adición del 
sobrenadante se realizó transcurrida una hora 
de la siembra de los OPCs, de forma que se 
permitiera su recuperación y adhesión al sustrato. 
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Figura 37. Caracterización del cultivo celular de las células O4+, aisladas de cortezas de ratones P0 mediante el 
método de MACS, a 1 hora , 24 horas y 48 horas tras el aislamiento. A-C: Imágenes representativas del cultivo, donde las 
células aparecen marcadas por Olig2 (verde),  O4 (rojo) y PDGFRa (blanco). A las 48 horas de cultivo se observan células 
O4+ que no presentan marcaje para PDGFRa. La barra de escala representa 25 µm. 
Como condición “control” se utilizó el 
medio de proliferación establecido para el cultivo 
de OPCs aislados mediante separación magnética 
(cuya base es DMEM y F12, y suplementado on 
los factores de crecimiento PDGF-aa y bFGF 
para estimular la proliferación y evitar la 
diferenciación), y como condición “vehículo” 
se utilizó el medio IMDM suplementado, 
añadido también al 50 % en medio de OPCs.
 Transcurridas 48 horas, los OPCs fueron 
fijados y analizados mediante la técnica TUNEL, 
que marca los núcleos de las células en apoptosis 
(Barateiro et al., 2014; Figura 38A). Se observó una 
promoción de la supervivencia de los OPCs tanto en 
estadíos tempranos (A2B5+; Figura 38B-D) como 
como tardíos (O4+; Figura 38-E-G) en contacto con 
el medio condicionado de MDSCs, comparado con 
las condiciones control y vehículo, mientras que no 
se observaron diferencias entre éstas (Figura 38H).
◊	 3.1.2  Los factores solubles producidos por las 
MDSCs aumentan la proliferaciónde los OPCs
A continuación, se quiso ver cuál era la 
proliferación de los OPCs en contacto con el 
con los factores solubles producidos por  las 
MDSCs. Para ello, se aplicó un protocolo de 
incorporación del nucleótido sintético  5-bromo-
2’-desoxiuridina  (BrdU), el cual se intercala en 








el inferior, que contiene los factores a estudiar, 
separados por una membra de policarbonato de 8 
µm de tamaño de poro. En este trabajo, se sembraron 
células A2B5+ en el compartimento superior en 
medio de proliferación y se pusieron en contacto 
con medio de proliferación en el compartimento 
inferior. Tras una hora, el medio del compartimento 
inferior se cambió por medio de proliferación y 
medio IMDM suplementado o medio condicionado 
de MDSCs al 50% en medio de proliferación. 
Tras 20 horas, se realizó una inmunocitoquímica 
en la parte inferior de la membrana para 
detectar la presencia de células A2B5+Olig2+.
Como se puede observar, aunque la sola 
presencia de vehículo redujo significativamente la 
migración de OPCs hacia el compartimento inferior 
con respecto a la condición control, no existen 
diferencias en comparación con la presencia 
de medio condicionado de MDSCs (Figura 40). 
por lo tanto en las células hijas y permitiendo 
hacer una estimación de la tasa de proliferación. 
En este trabajo, se añadió BrdUa células 
aisladas de corteza de ratones neonatales utilizando 
el anticuerpo A2B5  y cultivadas durante 24 horas 
en las diferentes condiciones explicadas en el 
epígrafe anterior, y se aplicó un pulso del nucleótido 
durante 6 horas. Transcurrido ese tiempo, se 
refrescó el medio con las mismas condiciones y 
las células se fijaron tras 24 horas (Figura 39A). 
En primer lugar, y aunque existe un 
aumento significativo entre las condiciones 
control y vehículo, la proliferación de los 
OPCs en los dos estadios de maduración se 
veía incrementada muy significativamente en 
contacto con medio condicionado de MDSCs 
respecto a las otras condiciones (Figura 39B-H)
◊	 3.1.3  Los factores solubles de las MDSCs no 
afectan a la motogenicidad de los OPCs
Para una efectiva regeneración de la mielina 
se requiere la activación de los OPCs, lo que conlleva 
la activación de su ciclo celular y su reclutamiento 
hacia las zonas de lesión. Una vez demostrado que 
los factores solubles producidos por las MDSCs 
favorecían la supervivencia y la proliferación de los 
OPCs in vitro en ausencia de estímulos de apoptosis 
y mitogenicidad, respectivamente, se quiso 
comprobar cuál era el efecto sobre su motogenicidad. 
Para ello, se utilizaron cámaras de quimiotaxis 
(o cámara de Boyden), las cuales se utilizan para 
medir la capacidad migratoria de las células que 
se siembran en el compartimento superior hacia 
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Figura 38. El medio condicionado de las MDSCs promueve la supervivencia de los OPCs tanto en estadIos tempranos 
(A2B5+) como maduros (O4+). A: Esquema del protocolo utilizado.  El medio condicionado de las MDSCs promueve la 
supervivencia de los OPCs tanto en estadIos tempranos (A2B5+) como maduros (O4+). B-G: Imágenes representativas 
de los cultivos de células A2B5+ (B-D) y O4+ (E-G) en condiciones control (B; E), vehículo (C; F) y con MDSC-CM (D; 
G). Se muestran los OPCs marcados con Olig2 en rojo, y las células en apoptosis marcadas con TUNEL en verde. H: 
Representación gráfica del porcentaje de OPCs en apoptosis (TUNEL+Olig2+ cells) respecto al total de núcleos (marcados 
con Hoechst). Mientras que no se encontraron diferencias entre las condiciones vehículo y control, la apoptosis de las 
células Olig2+ es significativamente menor en la presencia del medio condicionado de MDSCs. Las flechas apuntan a 
células doblemente marcadas. La barra de escala representa 50 µm. El análisis estadístico se realizó para tres experimentos 
independientes, utilizando el test ANOVA de una vía y el método de Dunn para comparaciones múltiples, donde *p< 0,05, 









FIgura 38 ( continuación). El medio condicionado de las MDSCs promueve la supervivencia de los OPCs tanto en 
estadIos tempranos (A2B5+) como maduros (O4+).
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Figura 39. Las MDSCs incrementan la proliferación de los OPCs. A: Esquema del protocolo de incorporación de 
BrdU. B-D: Imágenes representativas de las células A2B5+ en condiciones control, vehículo y MDSC-MC. Las células 








diferenciación, con la misma composición de base 
pero sin los factores de crecimiento PDGF-AA y 
bFGF. La diferenciación de los oligodendrocitos 
se demostró mediante la inmunotinción con dos 
marcadores de madurez, la fosfodiesterasa de 
nucleótidos cíclicos (CNPasa) y la proteína básica 
de mielina (MBP); junto con el marcador de linaje 
oligodendroglial, Olig2. Se analizó la expresión de la 
proteína básica de mielina (MBP), marcador clásico 
de oligodendrocitos mielinizantes y uno de los 
componentes principales de las vainas de mielina 
(figura 41B-D). Con este análisis se pudo ver que las 
MDSCs inducían un mayor grado de diferenciación 
de los OPCs en comparación tanto con el control 
como con la condición vehículo,  medida como el 
área ocupada por MBP por campo (Figura 41E). 
◊	3.1.4 Los factores solubles de las MDSCs 
aumentan la diferenciación de OPCs a oligodendrocitos 
mielinizantes
Tras haber demostrado un efecto positivo 
de  los factores solubles de las MDSCs sobre la 
supervivencia y la proliferación de los OPCs, se 
quiso estudiar la  maduración de los precursores 
hacia fenotipos productores de mielina en presencia 
del medio condicionado de MDSCs. Por esta razón 
se diseñó un paradigma para el análisis de la 
diferenciación de células A2B5+ aisladas de cortezas 
de cerebro de ratón neonatal en cultivo con el medio 
condicionado de las MDSCs durante 6 días de cultivo 
(Figura 41A). En este caso, el medio de proliferación 
de OPCs utilizado en los tres paradigmas anteriores 
se reemplazó a las 24 horas por un medio de 
FIgura 39 (continuación). Las MDSCs incrementan la proliferación de los OPCs. H: Representación gráfica del 
porcentaje de células BrdU+Olig2+ respecto al total de Olig2+, en la que se ve que existe un incremento significativo de 
la tasa de proliferación  de las células aisladas en la condición de MDSC-MC respecto al resto de condiciones. Las flechas 
señalan células doblemente marcadas (Olig2+Brdu+). La barra de escala representa 53 µm.  El análisis estadístico se 
realizó utilizando el test ANOVA de una vía para la comparación entre condiciones, para tres experimentos independientes, 
donde *p< 0,05, **p< 0,01 y ***p< 0,001. 
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Figura 40. La migración de los OPCs no se ve afectada por  la presencia del sobrenadante de MDSCs. 
A: Esquema del protocolo aplicado para el estudio de la migración de OPCs. B-C: Imágenes representativas de 
células A2B5+ migradas a la cara inferior de la cámara quimiotáctica, en la que aparecen marcadas con Olig2 
(verde) y A2B5 (rojo). C: Histograma en el que se muestra disminución significativa encontrada en la migración 








◊	 3.1.4 Los factores solubles de las MDSCs 
aumentan la diferenciación de OPCs a oligodendrocitos 
mielinizantes
Tras haber demostrado un efecto positivo 
de  los factores solubles de las MDSCs sobre la 
supervivencia y la proliferación de los OPCs, se 
quiso estudiar la  maduración de los precursores 
hacia fenotipos productores de mielina en presencia 
del medio condicionado de MDSCs. Por esta razón 
se diseñó un paradigma para el análisis de la 
diferenciación de células A2B5+ aisladas de cortezas 
de cerebro de ratón neonatal en cultivo con el medio 
condicionado de las MDSCs durante 6 días de cultivo 
(Figura 34 A). En este caso, el medio de proliferación 
de OPCs utilizado en los tres paradigmas anteriores 
se reemplazó a las 24 horas por un medio de 
diferenciación, con la misma composición de base 
pero sin los factores de crecimiento PDGF-AA y 
bFGF. La diferenciación de los oligodendrocitos 
se demostró mediante la inmunotinción con dos 
marcadores de madurez, la fosfodiesterasa de 
nucleótidos cíclicos (CNPasa) y la proteína básica 
de mielina (MBP); junto con el marcador de linaje 
oligodendroglial, Olig2. Se analizó la expresión de la 
proteína básica de mielina (MBP), marcador clásico 
de oligodendrocitos mielinizantes y uno de los 
componentes principales de las vainas de mielina 
(figura 34 B-D). Con este análisis se pudo ver que las 
MDSCs inducían un mayor grado de diferenciación 
de los OPCs en comparación tanto con el control 
como con la condición vehículo,  medida como el 
área ocupada por MBP por campo (Figura 34 E). 
3.2  Efecto de las MDSCs sobre el proceso de 
mielinización
Los efectos de las MDSCs sobre la biología 
de los OPCs, con una promoción tanto de su 
supervivencia como de su proliferación y 
diferenciación, descritos en los apartados anteriores 
llevan a la conclusión de una promoción de los OPCs 
hacia una función regeneradora. Sin embargo, 
para demostrar la efectiva regeneración de la 
mielina, supervivencia como de su proliferación 
y diferenciación, descritos en los apartados 
anteriores llevan a la conclusión de una promoción 
de los OPCs hacia una función regeneradora. Sin 
embargo, para demostrar la efectiva regeneración 
de la mielina,   utilizamos cultivos organotípicos 
ex vivo de cerebelo de ratones neonatales, técnica 
stándar para el estudio de la producción de 
mielina y recubrimiento de axones (de la Fuente 
et al., 2017; Yuen et al., 2013; Zhang et al., 
2011). Además, para estudiar un  efecto directo 
de las MDSCs sobre los OPCs y oligodendrocitos 
distinto de modulación de las células del sistema 
inmune se lesionó el tejido utilizando una toxina 
(lisofosfatidil-colina o lisolecitina, LPC por sus 
siglas en inglés), intercalante de membranas. 
Figura 40 (continuación). La barra de escala representa 25 µm. El análisis estadístico se realizó utilizando el test 




Figura 41. La diferenciación de los OPCs es potenciada en presencia del medio condicionado de las MDSCs A: 
Esquema del protocolo de diferenciación. B-D: Imágenes representativas del cultivo celular de los OPCs aislados con 
A2B5 tras 6 días en cultivo en las diferentes condiciones de cultivo, marcadas con MBP en verde, CNPasa en rojo y Olig2 
en blanco. E: Histograma que muestra un aumento significativo del área cubierta por MBP en presencia de MDSC-MC 
comparada con las condiciones control y vehículo. Las flechas señalan células doblemente marcadas (MBP+Olig2+). 
La barra de escala representa 25 µm. El análisis estadístico se realizó utilizando el test ANOVA de una vía para tres 









Este tipo de lesión conlleva una leve 
inducción de la microglía residente, y puesto 
que se trata de un cultivo ex vivo, no involucra 
la infiltración de células del sistema inmune. 
Además, para evitar la interferencia e la reacción 
de la microglía residente a la lesión producida 
durante el procedimiento, se estableció un tiempo 
de 7 DIV para la recuperación al estado basal. 
 El análisis del porcentaje de remielinización 
se llevó a cabo en dos momentos temporales: a 4 y a 8 
días post-lesión (“dpl”), siempre utilizando rodajas 
de cerebelo sin lesionar como control interno de 
cada experimento, que se  correspondían con 11 
y  15 in vitro (DIV), respectivamente (Figura 42A).
De la observación del tejido no lesionado se 
pudo concluir que, mientras a 11 DIV no existían 
diferencias entre las tres condiciones (control, 
vehículo y medio condicionado de MDSCs; datos no 
mostrados), a 15 DIV se observó un incremento de  la 
mielinización en presencia del medio condicionado 
de las MDSCs normalizado respecto al vehículo 
(vehículo= 36,232 ± 1,835; MDSC-CM= 41,692 
± 2,902; p= 0,135), siendo además este incremento 
significativo respecto al porcentaje de mielinización 
a 11 DIV (vehículo= 95,889 ± 7,68; MDSC-
CM= 134,735 ± 8,275; p= 0,002; figura 42H).
En cuanto al tejido lesionado, la primera observación 
que se deriva es que el porcentaje de colocalización NFH/
MBP en la condición control no aumenta lo suficiente 
como para suponer una completa remielinización a 
8 dpl. La segunda conclusión que se deriva es que a 4 
dpl la presencia del medio condicionado de MDSCs 
provoca una menor proporción de axones mielinizados 
en comparación con el control y el vehículo, siendo 
significativa la diferencia con éste último (vehículo= 
30,31 ± 4,198; MDSC-CM= 17,578 ± 3,902; p= 0,042; 
figura 42B-D; I). Sin embargo, el nivel de mielinización 
en la condición MDSC-CM aumenta de forma abrupta y 
significativa a 8 dpl hasta alcanzar la condición vehículo, 
siendo superior al control y al vehículo, aunque sin 
llegar a ser una diferencia significativa (Figura 42E-G; I). 
Los resultados obtenidos en este apartado 
aportan nuevos datos sobre los efectos de las MDSCs 
en la biología de los OPCs, y su posible implicación 
en procesos de regeneración de la mielina.
Figura 42 (en página siguiente). El medio condicionado de MDSCs promueve la remielinización ex vivo. A: 
Procedimiento experimental para el cultivo organotípico de rodajas de cerebelo. B-G: Imágenes representativas de los 
cultivos organotípicos lesionados con lisolecita a 4 dpl (B-D) y 8 dpl (E-G), mostryo la colocalización de la mielina 
(MBP, rojo) con axones (NFH, verde) en condiciones control (B; E), vehículo (C; F) y en presencia de MDSC-MC (D; G). 
H: Gráfico en el que se representa el incremento en el porcentaje de mielinización (área de colocalización NFH/MBP 
respecto al área de NFH) de las rodajas de la condición MDSC-CM respecto al vehículo, en rodajas no lesionadas. I: Gráfico 





La esclerosis múltiple es la enfermedad 
neurodegenerativa más común en adultos jóvenes 
del mundo desarrollado y la segunda en causar 
disfunción neurológica en adultos. Junto al 
desconocimiento de la etiología, se une el hecho 
de que aúna patología propia del SNC (muerte de 
oligodendrocitos, desmielinización y daño axonal) 
con aquella procedente de la autorreactividad 
delsistema inmune, lo que desemboca en una gran 
variedad de síntomas y variantes clínicas. Todo esto 
la convierte en una enfermedad de difícil abordaje, 
si bien es verdad que en las últimas décadas se 
han llevado a cabo grandes avances tanto en su 
diagnóstico como en su tratamiento. Sin embargo, y 
a pesar de la inmensa cantidad de nuevos fármacos 
disponibles modificadores de la enfermedad, no 
existe un tratamiento integrador y efectivo que limite 
la respuesta inmune (inmunomodulador) a la vez 
que proteja el sistema nervioso y repare las lesiones 
ya producidas (neuroprotector/regenerador/
remielinizante). Es más, hasta este mismo año no 
existían evidencias clínicas de ningún tratamiento 
frente a la variante más agresiva de la enfermedad, 
la primaria-progresiva (Montalban et al., 2017). De 
la misma forma, la comunidad científica y médica 
se encuentra en una búsqueda activa de marcas 
genéticas e hitos identificadores de la enfermedad 
en sus estadios más tempranos, que permitan una 
detección precoz y un tratamiento personalizado 
y adecuado a la evolución prevista de cada 
paciente y a su grado de respuesta al tratamiento. 
Nuestro grupo lleva varios años siguiendo una 
línea de trabajo centrada en el papel de las MDSCs 
en EM. Aunque estudiadas en diferentes patologías, 
la mayor parte de la literatura científica proviene del 
estudio de su fenotipo y actividad ligados alambiente 
tumoral. El descubrimiento de su presencia y 
actividad en enfermedades autoinmunes (Moline-
Velazquez et al., 2016), y más concretamente, en 
aquellas que afectan al SNC, abrió las puertas para 
el descubrimiento de nuevos mecanismos de control 
inflamatorio en contextos no tumorales. Utilizando 
el modelo animal más utilizado para el estudio de la 
EM, la EAE, los trabajos de investigación publicados 
por nuestro grupo (Moliné-Velázquez et al., 2011; 
Moliné-Velázquez et al., 2014) describieron el 
paralelismo existente entre la presencia de las 
MDSCs y la evolución clínica de la enfermedad, así 
como las consecuencias clínicas de su modulación 
farmacológica. Sin embargo, se desconoce los efectos 
que los fármacos actuales para EM tienen sobre esta 
población celular. Por otra parte, hasta el momento no 
se ha descrito la contribución que las MDSCs puedan 
tener sobre la aparición, desarrollo y severidad de la 
enfermedad; ni si participan no sólo en la limitación 
de la respuesta inmune generando un ambiente 
antiinflamatorio sino en la promoción de  la protección 
y reparación del tejido nervioso. Este último aspecto 
se encuentra íntimamente relacionado con  la 
llegada y maduración de las células responsables de 
la regeneración del  tejido, y principales afectadas 
negativamente por la exacerbación de la respuesta 
inmune, los oligodendrocitos, en todo su linaje desde 
precursores hasta células mielinizantes. Este trabajo 
ha pretendido el estudio de las MDSCs en un contexto 
de autoinmunidad del sistema nervioso, atendiendo a 







Uso del IFN-ß como tratamiento modulador de las 
MDSCs
En primer lugar, en este trabajo se propone por 
primera vez que algunos de los efectos beneficiosos 
del tratamiento de primera línea para EM, el 
IFN-ß, son al menos parcialmente mediados por las 
MDSCs, estudiados en el contexto de la EAE, y cómo 
recíprocamente estas células pueden ser moduladas 
por esta citoquina, tanto in vivo como in vitro. Como 
ya se ha visto en otras ocasiones, se el tratamiento con 
IFN-ß (a la dosis descrita en la literatura; Cheng et al., 
2015; Galligan et al., 2010; Zhao et al., 2018) mejora 
el curso clínico de la enfermedad. Sin embargo, 
hasta ahora no se había demostrado que una única 
inyección, a la misma dosis, al principio de los síntomas 
mejorara de forma significativa el curso clínico de la 
enfermedad, lo que en este trabajo se relaciona de 
forma novedosa con la presencia de MDSCs tanto 
en el bazo como en zonas infiltradas de la médula 
espinal. Es más, las MDSCs aisladas de ratones a los 
que se les induce la EAE y tratados con IFN-ß exhiben 
un fenotipo inmunosupresor potenciado, lo que 
se une a la observación de una mayor densidad de 
linfocitos T apoptóticos en el parénquima nervioso, 
principal diana de las MDSCs (Moliné-Velázquez 
et al., 2011; Zhu et al., 2007). Nuestros estudios 
in vitro demuestran, además, que la el tratamiento 
de las MDSCs con IFN-ß potencia directamente 
la inmunosupresión que éstas ejercen sobre los 
linfocitos T activados, probablemente debido a la 
preservación del  estado de inmadurez de las MDSCs, 
hecho que se ha demostrado de vital importancia 
para su función (Moliné-Velázquez et al., 2014). 
Ya se ha demostrado previamente que 
el IFN-ß mejora la variante EM-RR retrasando 
la aparición de un nuevo episodio sintomático, 
disminuyendo la severidad de éste y/o controlyo 
la respuesta proliferativa mediada por las APCs 
(Arnason, 2005; Jankovic, 2010). Sin embargo, 
nuestros datos muestran, además, la potenciación 
de la inmunosupresión de linfocitos T mediada por 
las MDSCs, mecanismo que se podría considerar 
también responsable al menos en parte de esa 
mejoría (Kieseier, 2011). A este respecto, se sabe que 
distintas poblaciones de células mieloides infiltradas 
en el SNC pueden responder a IFN-ß en EAE: éste es 
el caso de macrófagos y células dendríticas derivadas 
de sangre y médula ósea (Wlodarczyk et al., 2015). 
El presente trabajo muestra una mayor expresión en 
las MDSCs de una de las subunidades del receptor 
de IFN-ß, IFNAR1, en comparación con la población 
de células mieloides en general o la de neutrófilos, e 
incluso mayor que la de las células T, el tipo celular 
del sistema inmune con mayor expresión de este 
receptor (Kavrochorianou et al., 2016). Diferentes 
tipos celulares han sido analizados para desentrañar 
la diana celular del IFN-ß durante la fase efectora 
de la EAE, incluyendo células residentes del SNC, 
linfocitos y células mieloides (Prinz et al., 2008). 
Esta última población  parece ser determinantes 
en la progresión de la EAE, especialmente los IMos 
con fenotipo CD11b+Ly-6C+ y características de 
IMCs. Además, el IFN-ß disminuye la capacidad 
presentadora de antígeno de la microglía y 
promueve el viraje de M1 a M2 de esta población 
(Tarassishin et al., 2011). Todos estos datos apuntan 
a las células mieloides que expresan IFNAR como 
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una de  las principales dianas del IFN-ß durante la 
desmielinización mediada por autoinmunidad. Sin 
embargo, no podemos descartar que parte del efecto 
observado en la mejora sintomatológica sea mediada 
por los efectos del IFN-ß sobre la población linfoide, 
puesto que se ha visto una mejora de la EAE tras el 
tratamiento con IFN-ß sólo en el caso de ser una 
respuesta mediada por Th1, mientras que empeora en 
el caso de una respuesta Th17, de forma dependiente 
a la señalización por IFN-γ (Axtell et al., 2010).
Aunque se han demostrado diferentes papeles 
directos del IFN-ß sobre la biología de las células T 
tanto en EAE (Galligan et al., 2010; Teige et al., 2006; 
Trinschek et al., 2015) como EM (Rudick et al., 1993), 
los datos que se aportan en este trabajo proponen, 
por primera vez, que la la promoción de la muerte 
y apoptosis de los linfocitos T como consecuencia 
del tratamiento con INF-ß puede estar directamente 
debida a la mejora de la actividad de inmunosupresión 
de las MDSCs.  A este respecto, se ha descubierto 
recientemente que la terapia con IFN-ß en pacientes 
de EM regula la respuesta de la inmunosupresión 
ejercida por los linfocitos Tregs sobre las células T 
activadas, los cuales son inducidos por las MDSCs en 
diferentes escenarios inflamatorios con componente 
autoinmune del SNC, y el cual podría ser un mecanismo 
compartido por las MDSCs (Trinschek et al., 2015) 
(Melero-Jerez et al., 2016). Es más, se ha demostrado 
la importancia del IFN-ß para la promoción de la 
actividad supresora mediada por NO de las IMCs 
con fenotipo CD31+CD11b+Ly-6C+Ly-6G+ aisladas 
de médula ósea (Campillo et al., 2006), mecanismo 
supresor compartido por las MDSCs (Melero-
Jerez et al., 2016; Moliné-Velázquez et al., 2016).
Por otra parte, nosotros detectamos que la 
inyección única de IFN-ß en el modelo de EAE induce 
la acumulación de MDSCs en el bazo y potencia su 
fenotipo inmunosupresor, lo que concuerda con lo 
observado por Taleb y colaboradores en un modelo 
murino de infección viral crónica; (Taleb et al., 
2017). Ambos efectos podrían ser el resultado de i) 
la acción directa del IFN-ß sobre las MDSCs; o ii) 
la consecuencia de una modulación más general 
del ambiente inflamatorio hacia respuestas anti-
inflamatorias (Galligan et al., 2010; Trinschek et 
al., 2015). En el caso de que se debiera a un efecto 
directo, el tratamiento con IFN-ß podría ejercer 
una función en varios aspectos de la biología de las 
MDSCs. Uno de  los aspectos más importante para su 
función inmunosupresora deriva del bloqueo de su 
diferenciación hacia fenotipos maduros, maduración 
que normalmente ocurre tras la activación clásica 
durante episodios de inflamación aguda (Ribechini 
et al., 2010; Veglia et al., 2018; Youn et al., 2012). 
Respecto a la diferenciación celular, nuestro trabajo 
apunta al IFN-ß como tratamiento preventivo para 
la maduración de las MDSCs, al menos haciaun 
fenotipo claramente macrofágico. Aunque el 
mecanismo está aún por revelarpodría estar 
relacionada con el  anclaje del IFN-ß a su receptor 
en la membrana, ya que el efecto encontrado para la 
expresión de F4/80 es totalmente dependiente de la 
presencia de la citoquina . Además, en este trabajo 
mostramos un enriquecimiento de las MDSCs, 
caracterizadas como  CD11b+Arg-1+ , dentro del 
compartimento mieloide de las células infiltradas en 
el SNC tras el tratamiento con IFN-ß.  Como ya se 







et al., 2011), la mayoría de las células Arg-I+ dentro 
de las lesiones de médula espinal de ratones EAE 
en el pico expresan CD11b y Gr-1, coexpresión 
propia de las MDSCs, junto con un porcentaje de 
expresión de MHC-II de menos del 10 %, lo que 
excluye en gran parte la posibilidad de que se 
trate de macrófagos y/o microglía, aunque no lo 
descartamos (Moliné-Velázquez et al., 2011; Moliné-
Velázquez et al., 2014). Además,  la contribución 
de la microglía residente frente a los monocitos/
macrófagos infiltrados parece residual respecto 
a la evolución y severidad de la EAE (Ajami et al., 
2011) . Sin embargo, aún queda trabajo por hacer 
para distinguir fenotípicamente unas poblaciones 
tan parecidas como son los macrófagos, monocitos, 
células derivadas de monocitos y microglía en 
el ambiente inflamatorio de las lesiones del SNC 
(para una revisión, ver Greter et al., 2015; Moline-
Velazquez et al., 2016; Yamasaki et al., 2014). En el 
presente trabajo, se encontró que las CD11b+Arg-1+ 
forman parte de unas lesiones más pequeñas y con 
mayor concentración celular en comparación con 
los ratones tratados con vehículo. Esta observación 
puede ser debida a un aumento en la capacidad 
de migración/movilización de las MDSCs hacia 
las zonas con una respuesta inflamatoria activa. A 
este respecto, Ly-6C es un antígeno de membrana 
útil para distinguir subpoblaciones de monocitos 
de la sangre de ratón atendiendo a su estadío de 
maduración y a su capacidad migratoria hacia los 
sitios inflamatorios: Ly-6C se expresa de forma 
mínima en condiciones normales pero se incrementa 
tras varios insultos inflamatorios (Sunderkotter 
et al., 2004; Udalova et al., 2016). Respecto a la 
migración, el alto nivel de expresión de esta molécula 
en los monocitos está relacionada con   la capacidad 
de migración de los IMos Ly-6Chigh (Saederup et al., 
2010). Esta células expresan CCR2 (Serbina and 
Pamer, 2006), un receptor de quimiocinas -cuyo 
ligando es CCL2- y que se encuentra ausente en el 
caso de los monocitos Ly-6Clow (monocitos maduros 
o residentes), y estrechamente relacionado con 
la capacidad de infiltración a través de la BHE en 
EAE (Mildner et al., 2009; Saederup et al., 2010).
Aunque la función de Ly-6C en los monocitos no 
se comprende en su totalidad, se ha visto que su 
bloqueo está relacionado con una disminución de la 
infiltración de monocitos en un modelo murino de 
esclerosis lateral amiotrófica (Butovsky et al., 2012), 
así como en modelos de patologías autoinmunes 
como la artritis reumatoide (Udalova et al., 2016). 
En este último caso, se demuestra que más del 90% 
de los monocitos infiltrados son Ly6-Chigh, reclutados 
a través de CCL2, siendo la mayor fuente de IMos 
en la fase inicial del episodio. Como demostramos en 
nuestros estudios in vitro  en este trabajo, la expresión 
de Ly-6C se potencia en presencia de IFN-ß y su efecto 
es permanente al menos tras 72 horas en cultivo. De 
esta forma, la mayor intensidad de fluorescencia 
de Ly-6C encontrada tras el tratamiento con IFN-ß 
puede indicar una mayor  habilidad pro-infiltración 
para invadir el SNC durante la EAE. Curiosamente, 
se ha sugerido que, al menos en linfocitos T,  la 
expresión del gen ly-6c es positivamente regulado 
por el IFN-ß debido a la presencia de elementos de 
respuesta a IFN en su promotor (Dumont et al., 1986).
 Es más, la capacidad inmunosupresora de las 
MDSCs se encuentra inversamente relacionada con 
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el grado de maduración (Moliné-Velázquez et al., 
2014) y directamente con el nivel de Ly-6C (Zhu et 
al., 2007), lo que podría estar mediado por el factor de 
diferenciación mieloide MyD88, ya que su inhibición 
previene la diferenciación de células mieloides y 
mejora la progresión de la EAE (Dishon et al., 2017). 
A este respecto, la relación de los factores reguladores 
de la respuesta a interferón (IRFs, interferón 
regulatory factors, en inglés) con la maduración de 
las células mieloides es un campo en actual evolución 
(Honda et al., 2006). Por una parte, varios estudios 
demuestran que el factor IRF8 (Interferon Response 
Factor 8, en inglés) es determinante para la expansión 
de los precursores comunes de granulocitos y 
monocitos (CGMP, common granulocyte/monocyte 
progenitor, en inglés ), impide la diferenciación 
terminal de los granulocitos y la activación de los 
monocitos y previene la diferenciación de estos hacia 
macrófagos y células dendríticas, lo que revierte en la 
acumulación de MDSCs con fenotipo CD11b+Gr-1+ 
(Scheller et al., 1999; Sonda et al., 2011; Stewart 
et al., 2009).  Por otra parte, la inducción de otras 
poblaciones reguladoras, como es el caso de la 
variante no convencional de células dendríticas, las 
pDCs (del inglés, plasmacytoid dendritic cells) por 
el IFN de tipo I, y la asociación de IRF7 y a MyD88 
apoya la idea de que el IFN de tipo I pueda estar 
relacionado con la maduración de las células de linaje 
mieloide, como las MDSCs (Honda et al., 2006).
Estos datos llevan a pensar en una posible 
regulación de maduración y migración de las 
células Ly-6Chigh por parte del IFN-ß. Sin embargo, 
es necesario tener en cuenta la acción dual del Ly-
6C, puesto que existen estudios previos en los que se 
demuestra la función tanto pro-inflamatoria como 
anti-inflamatoria y reparadora de los monocitos 
en función de su expresión de Ly-6C (Hilgendorf 
et al., 2014); así como laya demostrada plasticidad 
de las células CD11b+Ly-6ChighLy-6C-/low en el 
modelo de EAE (Zhu et al., 2011). En este trabajo 
se propone que, mientras que  la función del IFN-ß 
sobre las células extraídas en el pico y cultivadas 
podría ser impedir su maduración a través de la 
preservación de Ly-6C, es posible que en el caso del 
debut de la EAE, donde estas mismas células se ha 
descrito que ejercen una función pro-inflamatoria 
y de presentación antigénica (King et al., 2009; 
Mildner et al., 2009), se acelere su viraje a fenotipos 
anti-inflamatorios, conservando su status de 
inmadurez pero además favoreciendo su función 
inmunosupresora. Este viraje se vería favorecido 
además por la generación de un ambiente anti-
inflamatorio general  provocado por las acciones 
antes descritas del IFN-ß (Galligan et al., 2010).
Nuestro estudio confirma que la modificación 
en la densidad de MDSCs de la médula espinal, en 
este caso producida por el tratamiento con IFN-ß, 
es paralela a un mayor porcentaje de linfocitos 
T en apoptosis (Moliné-Velázquez et al., 2011). 
En el mismo sentido, esta observación cualitativa 
encontrada en el parénquima nervioso fue 
corroborada in vitro, comprobando la habilidad 
inmunosupresora de las MDSCs aisladas de ratones 
EAE tratados con IFN-ß o vehículo. Para apoyar este 
modelo, se muestra un descenso semicuantitativo 
en la inmunofluorescencia de Gr-1 y un aumento 
en el caso de CD124 (IL-4Rα), lo que se ha descrito 







en la promoción de apoptosis de los linfocitos T en 
EAE (Moliné-Velázquez et al., 2014; Zhu et al., 
2007) y cáncer (Gallina et al., 2006; Mandruzzato 
et al., 2009). De hecho, las células CD124+ se ha 
demostrado que son cruciales en otros aspectos 
de un ambiente anti-inflamatorio y reparador del 
tejido, como por ejemplo la inducción de los procesos 
de como inductores de remielinización, reforzyo 
la idea de un papel pro-regenerativo de IL-4Rα 
en las células mieloides (Psachoulia et al., 2016). 
Nuestros resultados  aportan datos sobre la 
promoción de la actividad inmunosupresora de las 
MDSCs inducida de forma directa por el IFN-ß. Como 
se menciona anteriormente, se ha descrito que el 
IFN-ß producido por APCs del SNC (principalmente 
microglía, pero también astrocitos; Gimsa et al., 2013) 
participa en la supresión de la proliferación de células 
Th1 (Teige et al., 2006), previniendo su proliferación 
pero sin disminuir su viabilidad. Sin embargo, aquí se 
demuestra no sólo una disminución en el número de 
células proliferantes sino además un incremento en 
la fase subG1 (células apoptóticas), algo demostrado 
anteriormente por nuestro grupo con el cocultivo de 
MDSCs aisladas de médula espinal de ratones EAE y 
linfocitos T (Moliné-Velázquez et al., 2011). Por otro 
lado, los datos in vitro que aquí presentamos añaden 
un nuevo enfoque al efecto del ambiente inflamatorio 
en el cual las MDSCs desarrollan su actividad 
inmunosupresora. De nuestros resultados se extrae 
la conclusión de que la presencia de los linfocitos 
T activados estimula por sí misma las propiedades 
anti-inflamatorias de las MDSCs, hecho atribuido 
por Zhu y colaboradores a la producción de IFN-γ 
por parte de los linfocitos T activados, y detiene su 
maduración hacia fenotipos pro-inflamatorios, 
lo que podría ser una manifestación de retorno 
a la homeostasis y limitación autorregulada de la 
respuesta inflamatoria (Zhu et al., 2011). Es más, 
esta interacción fisiológica se ve potenciada por 
el tratamiento con IFN-ß. Por estas razones, se 
puede considerar a las MDSCs un novedosa diana 
celular directa para los efectos del IFN-ß en EAE. . 
Es necesaria más investigación para 
determinar el fenotipo exacto de las MDSCs y su 
participación en el control de la respuesta inmune 
en el escenario real de la EM (Melero-Jerez et al., 
2016). A día de hoy sólo se conoce el efecto de uno de 
los DMT, el acetato de glatirámero (GA, glatiramer 
acetate, en inglés) sobre esta población celular, 
en concreto sobre la subpoblación de M-MDSCs, 
cuyo porcentaje se ve incrementado de forma 
moderada en la circulación de pacientes de EM-
RR tratados con acetato de glatirámero comparado 
con pacientes sin tratar (Cantoni et al., 2017).
Las MDSCs como marcador terapéutico de severidad 
de la enfermedad
La EM presenta una amplia variedad de 
evoluciones clínicas, agrupadas por razones 
clínicas en variantes remitentes-recurrentes 
y variantes progresivas (de mayor o menor 
actividad), pero tan heterogénea como lo es la 
población de pacientes. Es por ello que, de cara 
tanto a un mejor diagnóstico como a la elección 
de la terapia adecuada, es necesario avanzar en 
el conocimiento de los factores que determinan la 
evolución clínica de cada paciente, una vez iniciada 
la enfermedad, así como del establecimiento de 
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biomarcadores. A este respecto, un biomarcador 
se definiría como aquella característica que puede 
ser medida de forma objetiva, de fácil acceso y 
bajo coste, que se correlacione con algún proceso 
biológico normal o patológico y que sea de alta 
sensibilidad y especificidad (Paul et al., 2018). 
La estandarización propia de un modelo 
animal como la EAE, la uniformidad en el origen 
de los individuos, la edad y el sexo, así como 
la estabulación, permite reducir los factores 
disturbadores que puedan generar variabilidad en 
la muestra. Aun así, entre las posibles causas de 
esta variabilidad podemos encontrar características 
hormonales (como por ejemplo el momento estral; 
Hoffner et al., 2006; Lelu et al., 2011; McClain et 
al., 2007) y de microbiota (Colpitts et al., 2017; 
Wilck et al., 2017), intrínsecas al individuo. En 
este trabajo se ha observado que la composición de 
las poblaciones mieloides  se enriquece en MDSCs 
en periferia en el pico de máxima afectación, pero 
más trabajo es necesario para saber si se trata de 
una causa o consecuencia de esta variabilidad 
y servir como indicador de daño a nivel del SNC.
Así, en este trabajo se presentan datos 
novedosos sobre la participación de las MDSCs en 
la evolución de la EAE. El contenido esplénico de 
las MDSCs está inversamente relacionado con la 
agresividad del curso clínico, así como directamente 
relacionado con marcas histopatológicas de daño 
tisular del SNC, a saber,  mayor apoptosis de linfocitos 
T, menor desmielinización y menor daño axonal. 
A este respecto, es importante establecer 
un criterio universal para definir el concepto 
de “agresividad” de la enfermedad, así como 
estandarizar las herramientas para su medición. 
A día de hoy existen varias escalas para medir la 
evolución de los pacientes, siendo la EDSS la más 
usada. La introducción del factor “duración de la 
enfermedad” con la aparición de la escala MSSS 
supuso una mejora importante, extendiéndose su 
uso en clínica y permitiendo una mejor elección del 
DMT. Sin embargo, la complejidad de un diagnóstico 
como el de la EM presenta la dificultad añadida de 
establecer de forma certera el momento de inicio 
de la enfermedad (ya que generalmente se asigna 
de forma retrospectiva), y por lo tanto, calcular 
su duración. En este trabajo, el uso de un modelo 
animal estandarizado como el de la EAE permite 
establecer con exactitud el debut de la enfermedad 
debido a su inmediato reflejo en la sintomatología 
clínica. Este hecho ha permitido definir un nuevo 
parámetro, en índice de agresividad (AI), que recoge 
tanto la puntuación máxima alcanzada como la 
duración de la enfermedad, y que se podría asemejar 
al MSSS del ámbito clínico. Otras escalas aparecidas 
en los últimos años normalizan la EDSS en función 
de la edad a la que se evalúa al paciente (ARMSS) o 
la pérdida de peso (CombiWISE; Manouchehrinia et 
al., 2017; Kosa et al., 2016). Aplicándolos al estudio 
en la EAE, el primero carecería de utilidad puesto 
que todos los ratones tienen la misma edad, pero 
en nuestro trabajo sí utilizamos el segundo como 
parámetro indicador de agresividad de la enfermedad. 
En un estudio llevado a cabo recientemente por 
Kalinchink y colaboradores se realizó un análisis 
multiparamétrico utilizando una cohorte global  y 
llegando a la conclusión de que los elementos que 







eran la edad, duración de la enfermedad, curso de la 
enfermedad, actividad previa de las recaídas, grado 
de discapacidad, fenotipo predominante durante 
cada recaída y terapia previa (Kalincik et al., 2017). 
Por otra parte, la dificultad de poder 
monitorizar la progresión de las lesiones de EM, 
junto con la variedad de mecanismos subyacentes y 
la complejidad que supone muestrear directamente el 
tejido lesionado del SNC ha enlentecido el desarrollo 
de biomarcadores de las fases progresivas de la EM. 
A día de hoy, se usan distintos marcadores, que 
incluyen: marcas histopatológicas (lesiones con MRI) y 
genéticas, niveles de citoquinas, daño tisular, presencia 
de anticuerpos en suero (bandas oligoclonales) y 
porcentaje de poblaciones celulares; siendo el MRI la 
técnica más relevante y usada para el diagnóstico y 
pronóstico, y la única capaz de interrogar el SNC in 
vivo de forma completa y directa. Así, la MRI se utiliza 
como criterio diagnóstico y predictivo de la evolución 
de la enfermedad y de respuesta a tratamientos, puesto 
que  las lesiones nuevas observadas con MRI son un 
orden de magnitud más frecuente que un brote de 
síntomas (Rovira et al., 2015). A este respecto, es 
importante destacar el impacto que la MRI tiene en 
la detección de casos de síndrome radiológico aislado 
(RIS, radiologically isolated síndrome, en inglés), de 
los cuales más de un 50 % acaban desarrollando la 
enfermedad (Kantarci et al., 2016). A la mejora de la 
MRI que supone la introducción de la MRI de 7 tesla, 
se han añadido recientemente otras herramientas de 
medida de la evolución de la EM, como la tomografía 
por emisión de positrones y la tomografía por 
coherencia óptica (Saidha et al., 2015). Por otra 
parte, el uso de marcadores en fluidos como el LCR 
o la sangre está aún en estudio. A día de hoy, la 
presencia de anticuerpos en el LCR y su reflejo en 
byas oligoclonales específicas se han utilizado como 
factor diagnóstico; de hecho, la presencia de folículos 
ectópicos de linfocitos B de meninges ha sido asociada 
con mayor severidad de la EM (en cuanto a aparición 
más temprana de los síntomas y mayor discapacidad; 
Disanto et al., 2012; Mastorodemos et al., 2015). 
Sin embargo, su uso es limitado puesto que las 
infecciones pueden generar los mismos patrones. 
También se está estudiando el uso de pequeños 
fragmentos de RNA no codificante como marcador 
de la evolución de la enfermedad (Iparraguirre et 
al., 2017). El hallazgo de biomarcadores en sangre 
circulante supondría un gran avance respecto a una 
técnica tan invasiva como es la extracción de LCR; 
sin embargo, a día de hoy no existen biomarcadores 
validados ni de diagnóstico ni de prognóstico. A este 
respecto, la detección de citoquinas y la presencia 
y/o abundancia de poblaciones de células inmunes 
circulantes se convierten en los mejores candidatos.
Atendiendo a la población mieloide, una 
mayor severidad de la EAE  (medida como un 
aumento en la puntuación máxima alcanzada en 
la escala de evaluación) se ha relacionado con la 
infiltración de células derivadas de monocitos con 
fenotipo CD45hiCD11b+Ly6G–Ly6C+CD11c+ MHC-
II+, macrófagos y  células dendríticas, así como con la 
presencia de microglía activa (De Feo et al., 2017). En 
el estudio llevado a cabo por Brochet y colaboradores 
se estudió la utilidad como biomarcador del uso 
de la técnica USPIO (del inglés ultra small super 
paramagnetic iron oxide) acoplada a MRI como 
medida de la infiltración de macrófagos en la 
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lesiones inflamatorias de la EAE. Este parámetro 
se correlacionaba con la severidad de la EAE 
(entendida como tal el daño tisular alcanzado en 
cuanto a nivel de inflamación, desmielinización y 
daño axonal Brochet et al., 2006), parámetros que 
se relacionan en el presente trabajo con la presencia 
periférica de MDSCs. A día de hoy, la función y la 
ventana temporal que las MDSCs tienen en el SNC 
durante la EAE sigue siendo controvertida. Zhu 
y colaboradores vieron que un aumento de Ly-
6Chi  en el debut de síntomas se relacionaba con 
una exacerbación de la enfermedad (Zhu et al., 
2011). En el pico se ha demostrado su función 
inmunosupresora), pero también una función 
contraria (Ioannou et al., 2012). Además, el 
transplante de IMCs en el debut de la EAE retrasó 
la aparición de síntomas y su severidad (Zhu et al., 
2011), lo mismo que sucede con el transplante de 
G-MDSCs (Ioannou et al., 2012). En este estudio 
además se demostró la presencia de G-MDSCs 
en la sangre periférica de pacientes con EM y su 
actividad supresora de la proliferación de linfocitos 
T. Sin embargo, el papel que juegan las M-MDSCs 
en los pacientes de EM está aún por determinar. 
Por otra parte, la evidencia de la participación 
de linfocitos Th1 y Th17 en la patofisiología tanto 
de la EM como la EAE viene dada tanto por estudios 
genéticos (International EM Genetics Consortium: 
Wellcome Trust Case Control Consortium, 
Nature 2011) como de estudios in vivo en los 
que la alteración de la presencia o actividad de 
estas poblaciones  modifica tanto la aparición 
como la progresión de EAE (Becher et al., 2002; 
Hofstetter et al., 2005; Komiyama et al., 2006) y 
EM (Brucklacher-Waldert et al., 2009; Durelli et al., 
2009; Muls et al., 2012). Por otra parte, el estudio 
llevado a cabo por Christy y colaboradores estableció 
la activación de los mastocitos como uno de los 
primeros eventos iniciadores de la EAE (Christy et 
al., 2013), junto con la inflamación de las meninges 
y la infiltración de neutrófilos (Ajami et al., 2011; 
Christy et al., 2013; Wu et al., 2009), contribuyendo 
a la destrucción de tejido en la fase aguda de la EAE. 
En este trabajo se relaciona la abundancia 
de las MDSCs periféricas con características 
histopatológicas del SNC. Como vieron Zhu y 
colaboradores en bazo, y Moliné-Velázquez y 
colaboradores en médula, la abundancia de MDSCs es 
paralela al curso clínico de la EAE, incrementándose 
conforme aumenta la sintomatología y disminuyendo 
paulatinamente con la recuperación de síntomas 
(Moliné-Velázquez et al., 2011; Zhu et al., 2007). 
Sin embargo, en el primero de los trabajos se observó 
un retraso de la aparición en el SNC respecto a la 
periferia, así como una función inmunosupresora de 
las MDSCs extraídas de bazo. Estos datos apuntan a 
que la inmunosupresión ejercida por esta población 
no se lleve a cabo exclusivamente en el parénquima 
del SNC, sino también en la periferia. De hecho, los 
estudios de las IMCs infiltradas en el pico de la EAE 
demuestran una rápida polarización de estas células 
hacia fenotipos maduros dependiente del ambiente 
inflamatorio, y a falta de datos sobre la ventana 
temporal en la cual permanecen en estado inmaduro 
y con capacidad inmunosupresora potente, cabe 
pensar en que esta acción se desarrolle de forma 
preferente en la periferia. Todo esto explicaría 







periféricas en el pico se refleje en una mayor 
apoptosis de linfocitos T en el SNC, junto con un 
menor daño tisular, puesto que a la inmunosupresión 
periférica se le añadiría la ejercida por las IMCs 
CD11b+Ly-6Chigh que se habrían ido infiltrando 
paulatinamente  durante la fase efectora de la EAE 
y habrían ejercido la inmunosupresión en el SNC. 
Otra posible explicación podría provenir del hecho 
de que ambos compartimentos se comuniquen de 
forma contínua durante la fase efectora de la EAE, 
de forma que una mayor presencia de MDSCs 
en el bazo (reflejo de una mayor producción) 
se traduzca en una mayor infiltración en el SNC. 
Las  MDSCs como agentes promotores de 
remielinización 
Como se ha descrito en el epígrafe anterior, 
la asociación entre el porcentaje de MDSCs a nivel 
periférico con un menor daño tisular en términos 
de desmielinización y daño axonal podría estar 
relacionado con un efecto sobre la regeneración 
y reparación del tejido. Además de su capacidad 
de influir y modular el ambiente inflamatorio 
de la lesión tanto a nivel periférico como en el 
interior de la lesión, nos hemos preguntado si las 
MDSCs tenían a un efecto regenerador, puesto 
que está ampliamente demostrado que una de 
las funciones de la inflamación es la preparación 
del tejido dañado para su reparación. Por otra 
parte, como hemos descrito en el apartado de 
tratamiento con IFN-ß, una mayor concentración 
de MDSCs se correlaciona con un menor grado 
de inflamación en la propia médula espinal. Por 
todo lo anterior, nos hemos preguntado si, además 
de su potente efecto inmunosupresor, las MDSCs 
podrían tener un efecto directo  sobre los OPCs. La 
superposición de los procesos de desmielinización 
–remielinización durante el episodio inflamatorio 
de la EAE supone el principal inconveniente para 
estudiar los distintos componentes que contribuyen 
a la reparación del tejido en este modelo (Franklin 
and ffrench-Constant, 2017). El estudio de los 
procesos de mielinización debe atender a dos fases: 
i) la atracción y activación de los oligodendrocitos 
a la zona de lesión, y ii) la producción de vainas de 
mielina que recubran los axones, con la consiguiente 
recuperación de la transmisión y aporte trófico. 
Para estudiar el primero de los enfoques,  en este 
trabajo se utilizaron cultivos de OPCs de ratones P0 
aislados mediante la técnica de MACS, encontrando 
un aumento de su supervivencia y capacidad de 
proliferación  en presencia de factores solubles 
producidos por las MDSCs, así como mayor tasa 
de diferenciación hacia oligodendrocitos maduros. 
Por otra parte, para el estudio de la segunda 
fase existen varias aproximaciones. Los  modelos 
existentes para el estudio in vivo de la remielinización 
tratan de reducir la influencia del sistema inmune 
adaptativo de forma que se permita separar el 
mecanismo de respuesta a una desmielinización 
primaria del mecanismo  de respuesta a la 
inflamación, evitando de esta forma la complicación 
de una respuesta autoinmune simultánea (Franklin 
et al., 2017). Entre ellos, la desmielinización por 
toxina es de los más utilizados, ya sea de forma oral 
por cuprizona (Medina-Rodriguez et al., 2017), por 
inyección estereotáxica de lisolecitina en cuerpo 
calloso (Medina-Rodríguez et al., 2017) o médula 
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espinal (Franklin and ffrench-Constant, 2017) y de 
bromuro de etidio en los pedúnculos cerebelosos 
(Franklin and ffrench-Constant, 2017); mientras 
que in vitro se utilizan cultivos organotípicos de 
cerebelo o brainstem (de la Fuente et al., 2017; 
Dombrowski et al., 2017). En este trabajo se decidió 
estudiar la relación entre las MDSCs y la capacidad 
remielinizante de la oligodendroglía utilizando 
cultivos organotípicos de cerebelo de ratones P7, los 
cuales se lesionaron con lisolecitina. Este  modelo 
permite el estudio de la remielinización en un 
contexto en el que el lugar con daño de la mielina 
está definido anatómicamente y es  independiente de 
daño tisular provocado por el sistema inmune, donde 
el proceso de desmielinización está temporalmente 
separado del proceso de remielinización, y 
donde existe una regeneración de la vainas de 
mielina que cubren los axones desmielinizados. 
La elección de ratones neonatales (P0-P7) 
para los abordajes experimentales de esta parte de 
la Tesis Doctoral se realizó  siendo conscientes en 
todo momento de las limitaciones de las conclusiones 
obtenidas debido a  la alta diferencia que existe entre 
los OPCs neonatales y adultos. A este respecto, en 
estudios comparativos de la respuesta de este tipo 
celular en condiciones normales y en lesión, se vio 
que en lesión los OPCs adultos adquieren perfiles 
de expresión parecidos a los de los neonatales 
con la regulación al alza de por ejemplo  genes 
relacionados con el sistema inmune como son IL-1ß 
y CCL2 (Moyon et al., 2015), y con un capacidad 
aumentada de movilización. Esta reversión se 
debe  a que la función de cubrir axones sólo tiene 
sentido en OPCs neonatales durante el desarrollo, 
o de adultos tras un insulto desmielinizante, pero 
no en OPCs adultos en condiciones fisiológicas. 
La contribución de la respuesta inmune innata 
-es decir, la microglía residente y los monocitos 
infiltrados - a los procesos de remielinización ha sido 
ampliamente descrita (Miron et al., 2014; Moore et 
al., 2015). Entre las numerosas evidencias podemos 
encontrar: i) la correlación directa entre una efectiva 
limpieza del debris de mielina y una mayor capacidad 
de remielinización (Boven et al., 2006; Butovsky et 
al., 2006a; Kotter et al., 2001); ii) la producción de 
una amplia variedad de moléculas reguladoras  por 
parte de células infiltradas derivadas de monocitos 
y microglía con efectos directos sobre los OPCs 
(Madsen et al., 2016; Miron et al., 2013;P atel et 
al., 2010; Yuen et al., 2013); iii) la remodelación de 
la matriz extracelular por parte de los macrófagos 
infiltrados y microglía tiene  claros efectos sobre 
la remielinización (Clemente et al., 2013); y iv) el 
soporte metabólico principalmente a través de la 
producción de lactato y hierro (Rawji and Yong, 
2013).  Sin embargo, pocos estudios han relacionado 
la respuesta inmune adaptativa, principalmente 
linfocitos T, con los mecanismos que contribuyen 
a la regeneración de la mielina. Entre ellos, se ha 
visto un efecto positivo de las células T efectoras 
específicas contra antígenos de mielina, las cuales 
activan la proliferación de células NG2 (El Behi M. 
et al., 2017; Nielsen et al., 2017a); y de las células T 
reg (por otra parte promovidas por las MDSCs) sobre 
la diferenciación de los OPCs y la remielinización, 
efectos mediados por la proteína asociada a la ECM 
sobreexpresada en nefroblastoma (nephroblastoma 







2017). Sin embargo, un estudio reciente de El Behi 
y colaboradores ha puesto de manifiesto que  las 
células de respuesta inmune innata y adaptativa 
están muy relacionadas, también en el contexto de 
promoción de la remielinización, y que esta relación 
está asociada con la severidad de la EM. Así, se 
demuestra que los diferentes perfiles de secreción 
de los linfocitos extraídos de pacientes polarizan 
de distinta manera a la microglía, lo que da lugar 
a un distinto grado de maduración de los OPCs 
hacia fenotipos CNPasa+ que se refleja, finalmente, 
en una diferente evolución clínica (El Behi M. et 
al., 2017). Esto supone la demostración de un 
papel relevante de la respuesta inmune adaptativa 
en la remielinización a través de la polarización 
de la microglía,  lo que apoya la hipótesis de este 
trabajo de un papel similar por parte de las MDSCs.
Cuando las IMCs cumplen todos los 
requisitos para poder llamarse MDSCs, es decir, 
efectivamente suprimen la respuesta inmune a 
través de los mecanismos ya descritos, se podrían 
incluir dentro de la categoría de células con función 
antiinflamatoria/reguladora o M2. Sin embargo, 
esta clasificación  en “estados de activación” clásico 
o M1 y alternativo o M2 claramente diferenciados 
se utiliza como términos de conveniencia y está 
cada vez más en desuso, sustituyéndose más bien 
por un gradiente entre una respuesta y otra, con 
marcadores compartidos y simultáneos en el mismo 
tipo celular, que presentan una alta plasticidad 
dependiente del ambiente inflamatorio circundante 
(McMurran et al., 2016). En EM, se ha demostrado 
la presencia de macrófagos/microglía con fenotipo 
M1 en la sustancia blanca aparentemente normal y 
en sujetos sanos, presentando un fenotipo intermedio 
M1/M2 en las lesiones desmielinizantes activas 
(Vogel et al., 2013). Respecto a los procesos de 
remielinización, de los diversos estudios in vitro se 
deduce que el estado M1 se  encuentra asociado con la 
fase de reclutamiento de OPCs mientras que el M2 se 
asocia a la fase de diferenciación (Mikita et al., 2011; 
Miron et al., 2013). Sin embargo, las MDSCs difieren 
de los macrófagos y microglía tipo M2 en capacidad 
fagocítica, presentación de antígeno, activación 
de fenotipos Th1/Th17, entre otros (Melero-Jerez 
et al., 2016). De hecho, una de las características 
diferenciadoras es el hecho de que mientras que los 
macrófagos M2 presentan Arg-I, no se ha visto que 
expresen iNOS al mismo tiempo (Melero-Jerez et al., 
2016). Las MDSCs representan un claro ejemplo de 
células con características intermedias entre ambos 
estados de actividad teóricos, expresando iNOS 
(clásico “marcador M1”) y Arg-I (clásico “marcador 
M2”), y presentando una baja expresión de MHC-II. 
Sin embargo, aunque su presencia y actividad en el 
sistema inmune periférico está bien descrita, a día de 
hoy se desconoce  el momento temporal en el que 
las MDSCs actúan como tal, así como el tiempo que 
tardan en  madurar hacia fenotipos maduros una vez 
dentro del parénquima del sistema nervioso. Estos 
tiempos son de vital importancia para la compresión 
de los factores que puedan estar secretyo y que 
afecten a las células precursoras de oligodendrocitos. 
En este trabajo se demuestra que el medio 
condicionado de MDSCs aisladas del pico de ratones 
con EAE (es decir, en su momento de máxima capacidad 
inmunosupresora; Moliné-Velázquez et al., 2011; 
Zhu et al., 2007) promueve la supervivencia, la 
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proliferación y la diferenciación de de células A2B5+ 
y O4+ hacia células con fenotipo MBP+, afectando de 
forma negativa a su migración. El gangliósido A2B5 
es ampliamente utilizando tanto en MACS como 
en inmunopanning para el aislamiento de células 
precursoras de oligodendrocitos tanto en ratón 
(Kuroda et al., 2017) como en humano (Lu et al., 
2015), si bien es cierto que la densidad de cultivo 
y la definición del medio resultan de importancia 
clave para evitar su diferenciación hacia astrocitos 
(Raff et al., 1983).  La caracterización incluida 
en este trabajo demuestra la alta pureza de los 
cultivos primarios utilizados, con un práctica 
totalidad de OPCs frente a astrocitos. Recientes 
estudios demuestran que las células A2B5+ pueden 
diferenciarse a células positivas para el marcador 
de astrocitos GFAP, tanto en condiciones fisiológicas 
como patológicas (Gomez-Pinedo et al., 2017). La 
abundancia de células A2B5+, también llamadas 
células precursoras gliales (GPC, glial precursor 
cells, en inglés), varía durante el desarrollo. En 
estadíos embrionarios y neonatales de la especie 
humana las células A2B5+ que dan lugar a OPCs 
son las más abundantes (alrededor de un 73 %), las 
células dobles positivas constituyen el 15 % y las 
células O4+ son minoría (11 %). Sin embargo, en el 
individuo adulto el contenido es el contrario, puesto 
que la población de células A2B5+  es de un 2 %, las 
células dobles positivas son un 12 % y las células 
O4+  constituyen alrededor de un 63 % del linaje 
de células mielinizantes (Leong et al., 2014). La 
comparación con el ratón realizada por Barateiro 
y colaboradores establece una equivalencia entre 
las semanas 18-28 de gestación en humanos con el 
período postnatal de ratones (P0-P2), en los cuales 
las población de células O4+ (preoligodendrocitos/
oligodendrocitos inmaduros) es la minoritaria. A 
P7 en ratón, y entre las semanas de gestación 28-
40 para humanos, predominan los oligodendrocitos 
inmaduros  con un incremento progresivo de 
células MBP+ que en ratón culmina con el fin del 
proceso de mielinización de desarrollo a las 2-3 
semanas postanatales y en humanos alcanza hasta 
el final de la adolescencia (Barateiro and Fernandes, 
2014). Esta hetereogeneidad resulta clave para la 
elección del anticuerpo utilizado para el aislamiento 
de OPCs a distintas edades del desarrollo.
El reclutamiento de OPCs y su proliferación, en 
este orden o el contrario, hacia las zonas lesionadas, 
constituye la primera fase para la remielinización. 
La activación de los OPCs se ha demostrado ser 
inducida por microglía , macrófagos derivados 
de monocitos infiltrados y astrocitos (Arai and Lo, 
2009; Clemente et al., 2013; Franklin and ffrench-
Constant, 2017; Hammond et al., 2014; Miron et al., 
2013; Moyon et al., 2015; Yuan et al., 2017); con 
una combinación de factores que promueven por 
una parte la proliferación de los OPCs (como CXCL1, 
IL1-ß, etc.) y por otros que inhiben la diferenciación 
hacia oligodendrocitos, como los ligandos que 
activan las vías de Notch y Wnt, la acumulación de 
ácido hialurónico en la matriz extracelular (Sloane 
et al., 2010), LINGO-1 (Mi et al., 2005; Mi et al., 
2009) y PSA-NCAM (Werneburg et al., 2017). Para 
la segunda fase, la diferenciación y formación de 
vainas de mielina, es necesario que las células salgan 
del ciclo celular para poder madurar, lo que da a 







de hoy, siguen faltando datos sobre los mecanismos 
que regulan la transición entre ambos estados, si 
bien se sabe que uno de ellos pueda ser una señal 
de proximidad de células con el mismo fenotipo, 
ya que, a mayor densidad, menor necesidad de 
proliferar, lo que por lo tanto constituye un estímulo 
para la diferenciación (Rosenberg et al., 2008). 
Por otra parte, la mielina contiene inhibidores de 
la diferenciación de los OPCs (Plemel et al., 2013). 
Sin embargo, numerosos estudios han demostrado 
la promoción de ambos procesos (proliferación y 
diferenciación) de forma simultánea (Miron et al., 
2013; Wu et al., 2014; Zhang et al., 2015). Mientras 
que tanto la microglía polarizada hacia M1 como 
hacia M2 inducía proliferación y migración, sólo la 
M2 promovía diferenciación (Miron et al., 2013). 
También se ha descrito que  el cultivo de células 
madre neurales en presencia de medio condicionado 
de microglía M2 inducía la generación de células 
Tuj1+ y Olig2+, y una reducción de GFAP+, mediado 
por la vía de señalización PPARγ (Yuan et al., 2017). 
Además, el presente trabajo demuestra el papel de 
las MDSC en la promoción de supervivencia de 
los OPCs, observándose una disminución en las 
células Olig2+ que presentaban marcaje positivo 
para TUNEL (según la literatura, Barateiro and 
Fernandes, 2014), demostrado también por el 
trabajo de Miron para células M2. Además, la 
depleción de células tipo M2 mediada por liposomas 
de clodronatos manosilado que se unen al receptor 
de manosa upregulado en esta condición, impide la 
diferenciación hacia fenotipos maduros tipo MAG+ 
y MBP+. Así, puesto que este receptor de manosa se 
encuentra también upregulado en esta población, 
cabe pensar que las MDSCs tengan un rol similar 
al descrito por Miron y colaboradores (Kodumudi 
et al., 2010; Miron et al., 2013). Los efectos 
observados de las MDSCs sobre los OPCs perpetúan 
el debate entre proliferación versus diferenciación, 
bien como  procesos excluyentes y secuenciales o 
como procesos simultáneos en el tiempo y en el 
lugar. El hecho de que sean procesos excluyentes 
tiene sentido si se habla de una célula determinada, 
la cual no puede dividirse y madurar a la vez. Sin 
embargo, cuyo se habla de subpoblaciones, y más 
teniendo en cuenta el ambiente inflamatorio al 
que los OPCs se enfrentan en su camino  hacia la 
regeneración del tejido en las lesiones de EAE y EM, 
tiene lógica pensar en un equilibrio dinámico de 
producción de señales inductoras e inhibidoras de 
la proliferación/diferenciación dentro de la lesión. 
Tomando como referencia la entrada de las MDSCs 
a través de la BHE, se podría pensar que los factores 
solubles que secretan pueden no alcanzar en la 
misma concentración OPCs circundantes o lejanos, 
de forma que los diferentes factores secretados por 
una misma MDSC tengan efectos contrapuestos 
dependiendo de la distancia a  la que se encuentre 
la subpoblación de OPCs, del ambiente inflamatorio 
de las distintas zonas de la lesión y del resto del 
SNC no lesionado, y del estadío de maduración y 
la “receptividad” de cada OPC individual. Para 
dilucidar si este es el escenario  sería necesario el 
estudio in vivo de los OPCs proliferantes dentro 
y fuera de la  lesión y su relación de distancia 
con las MDSCs infiltradas en el pico de la EAE. 
En cuanto a la última fase, la de cobertura 
efectiva de los axones desmielinizados, nuestros 
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datos apuntan a que el efecto de los factores solubles 
de las MDSCs sobre los OPCs y oligodendrocitos 
es insuficiente, puesto que tras una lesión 
desmielinizante provocada por lisolecitina no 
consiguen aumentar la remielinización de los axones. 
Sin embargo, estos factores sí fueron capaces de 
aumentar la mielinización en  ausencia de estímulo 
desmielinizante.  Para poder explicar los resultados 
observados en mielinización de desarrollo frente a 
remielinización habría que hablar de la relación entre 
el oligodendrocito y el axón, así como en la capacidad 
intrínseca del oligodendrocito de mielinizar en 
función de un diámetro del axón en expansión (a la 
que se une la capacidad adaptativa en función de la 
experiencia, que aumenta el grosor de la vaina de 
mielina; Franklin and ffrench-Constant, 2017). Sin 
embargo, los axones que han sido desmielinizados 
ya se encuentran en su tamaño final y por lo tanto 
la dinámica de señales que pueden intercambiar 
con los oligodendrocitos es diferente. El hecho de 
que los factores secretados por las MDSCs tengan un 
efecto en diferenciación pero no en remielinización 
lleva a pensar que las MDSCs pudiesen tener una 
participación en los procesos que ocurren en la 
mielinización durante el desarrollo, favoreciendo la 
diferenciación de los OPCs hacia oligodendrocitos 
maduros y una efectiva mielinización. A este 
respecto, un reciente estudio llevado a cabo por He y 
colaboradores describe por primera vez la presencia 
y función inmunosupresora de las MDSCs en 
individuos neonatos de ratón y humano en condiciones 
fisiológicas, un papel hasta ahora descartado (He et 
al., 2018). En este trabajo, se describe la presencia 
de MDSCs esplénicas desde P1, alcanzando su mayor 
capacidad inmunosupresora a P4 y disminuyendo 
en porcentaje gradualmente hasta las 3 semanas. 
Teniendo en cuenta que la mielinización en ratones 
ocurre entre la semanas postnatales 2 y 3 (Barateiro 
and Fernandes, 2014), se puede pensar que el pico 
de abundancia de las MDSCs coincide con el pico 
de proliferación y diferenciación de los OPCs en el 
SNC, procesos que se demuestran en este trabajo 
estar potenciados por las MDSCs. Aún así, se 
necesita más trabajo para saber si esta observación 
es casual o responde a una participación 
fisiológica de las MDSCs durante el desarrollo.
Por otra parte, en este trabajo se demuestra 
que los factores solubles de las MDSCs parecen 
disminuir la proporción de axones remielinizados 
4 días después del insulto desmielinizante. 
Sin embargo, teniendo en cuenta la evolución 
temporal de la remielinización en nuestro modelo, 
así como la bibliografía existente, ese momento 
temporal se correspondería con una mayor 
proliferación de OPCs, estimulada por el propio 
insulto desmielinizante (Zhang et al., 2011). Esta 
promoción de la proliferación también se ha visto 
en este trabajo ser estimulada por los factores 
solubles producidos por las MDSCs lo que, unido 
a la propuesta incompatibilidad con la producción 
de mielina alrededor de los axones desnudos con 
la proliferación de OPCs, podría explicar esa 
disminución de la remielinización a 4 dpl. Sin 
embargo, cuatro días después la tendencia se 
invierte, y si bien el porcentaje de remielinización 
alcanzado en presencia de los factores solubles es 
similar al vehículo, existe una fuerte tendencia a 







momento temporal y resulta significativamente 
mayor que a 4 dpl. El hecho de que la pendiente 
entre los dos momentos temporales sólo en el caso 
de las MDSC-CM sea extremadamente acusada hace 
pensar en una aceleración de la remielinación. Aún 
así, y a falta de un mayor tamaño muestral, parece 
que la promoción de la diferenciación de los OPCs 
por parte de las MDSCs parece ser insuficiente o 
ineficiente por sí sola en el caso de tener que generar 
nuevas vainas de mielina en un sistema dañado. Esto 
podría deberse a que, en el ambiente inflamatorio 
de la lesión, los efectos observados de las MDSCs 
sobre los OPCs se añadirían a los que ejercen otros 
tipos celulares como microglía y macrófagos (Miron 
et al., 2013), siendo suficientes para estimular 
a los OPCs pero insuficientes para completar la 
remielinización. Además, de acuerdo a los trabajos 
mencionados anteriormente, sería necesario estudiar 
otro momentos temporales más avanzados en la 
remielinización, como 12 o incluso 18 dpl (de forma 
que se alcanzarían los 25 DIV en los que Zhang y 
colaboradores demuestran una remielinización 
completa) para comprobar los efectos de los factores 
solubles de las MDSCs. Por otra parte, el análisis de 
la remielinización ex vivo en presencia de MDSCs 
en lugar de su medio condicionado podría aportar 
más información. Sin embargo, puesto que el resto 
de efectos encontrados en los OPCs no requieren el 
contacto celular directo con las MDSCs, es de esperar 
que su efecto en remielinización sea también a 
través de un factor soluble. De hecho, Dombrowski y 
colaboradores demostraron los efectos potenciadores 
de remielinización de las células Treg utilizando 
el mismo abordaje experimental, y estudiando 
tanto el efecto de las células Tregs en sí mismas 
como el medio condicionado producido por éstas 
(Dombrowski et al., 2017). Este mismo resultado se 
obtuvo con el medio condicionado de los pericitos 
no asociados a vasos presentes en el parénquima, 
los cuales se han visto que responden en caso de 
lesión para asociarse a la BHE y se han observado 
en proximidad a oligodendrocitos maduros 
durante la remielinización, además de participar 
en el yamiaje vascular para la migración de OPCs 
durante el desarrollo  (de la Fuente et al., 2017). 
Más trabajo es necesario para descifrar 
la utilidad de este resultado, principalmente 
a través de la detección del factor o factores 
solubles responsables de este efecto, que 
pueda ser secretado por otro tipo celular. 
Implicaciones terapéuticas
Basándonos en los resultados de esta Tesis 
Doctoral, aquí se propone una nueva diana celular 
endógena para el tratamiento con IFN-ß, que 
estimule los mecanismos inmunosupresores que 
tienen lugar durante los episodios inflamatorios 
y que conllevan la remisión total o parcial de los 
síntomas. En la búsqueda contínua de nuevas 
aproximaciones terapéuticas más efectivas para 
la EM, la potenciación de las MDSCs mediada por 
IFN-ß podría ser utilizada como agente autólogo 
para la reducción de la duración de las recaídas y 
de la severidad de la enfermedad. A este respecto, 
MDSCs aisladas de pacientes de EM podrían 
ser potenciadas ex vivo y para posteriormente 
ser autotransplantadas, incrementando de esta 
forma los efectos beneficiosos del IFN-ß. Es más, 
136
esta posible terapia ex vivo permitiría reducir la 
dosis clínica administrada a los pacientes o incluso 
llevar a su completa abolición, contribuyendo tanto 
a reducir como a evitar los efectos secundarios 
del fármaco (de Jong et al., 2017). En cuanto a 
los pacientes no respondedores al tratamiento, 
aquí se sientan las bases para reducir la tasa del 
abyono del tratamiento, mediante la administración 
exógena de esta citoquina directamente en 
MDSCs in vitro antes de ser trasplantadas.
Por otra parte, los datos aportados en este 
trabajo permiten avanzar en el conocimiento de 
la plasticidad de las MDSCs para su  uso como 
biomarcadores de la EAE y, finalmente, de la EM; 
uso que por otra parte ya se ha estudiado en otras 
enfermedades como  rechazo a transplantes (GVHD, 
Vendramin et al., 2014), melanoma (Weide et al., 
2014), cáncer de tiroides (Angell et al., 2016) y otros 
tipos de cáncer (Meirow and Baniyash, 2017); y 
condiciones como fertilización in vitro (Zhu et al., 
2017). De hecho, se ha descrito una reducción de 
MDSCs en sangre de pacientes de EM-RR (Cantoni 
et al., 2017), viéndose aumentada por el tratamiento 
con acetato de glatirámero. Aunque no se incluya 
como objetivo de esta tesis, es de esperar que la 
estandarización de un protocolo tan sencillo como 
el análisis del porcentaje de MDSCs en sangre de 
pacientes podría no sólo predecir la evolución de 
la enfermedad sino que, sabiendo que su actividad 
puede ser potenciada por uno de los fármacos 
más utilizados y avanzando en el conocimiento de 
otros, se podría incluir en los factores a tener en 











1.  El contenido de MDSCs del bazo se ve modificado con el tratamiento con una única 
dosis de IFN-ß en el modelo animal de encefalomielitis experimental autoinmune. El aumento del 
porcentaje de MDSCs del bazo en los ratones tratados está relacionado con una disminución en las 
poblaciones linfoides.
2.  El tratamiento con IFN-ß produce unas lesiones más pequeñas en la médula espinal 
de los ratones con encefalomielitis experimental autoinmune,más densas y restringidas a la parte 
ventral. La disminución en el tamaño de las lesiones está relacionado de forma directa y positiva con 
una mayor presencia de células CD11b+Arg-I+.
3.  El componente mieloide infiltrado en la médula espinal de ratones con encefalomielitis 
experimental autoinmune tratados con IFN-ß se ve enriquecido en células Arg-I+, las cuales presentan 
un fenotipo más inmunosupresor como se puede deducir de una menor expresión de Gr-1 y una 
mayor expresión de CD124.
4.  La densidad de linfocitos T CD4+ en apoptosis es mayor en los ratones con encefalomielitis 
experimental autoinmune tratados con IFN-ß, apoptosis que se demuestra estar al menos parcialmente 
mediada por la promoción in vivo de la capacidad inmunosupresora de las MDSCs, como se observa 
tras el co-cultivo de linfocitos T con MDSCs extraídas de ratones en el pico de la enfermedad que 
habían sido tratados con el fármaco.
5.  La promoción de la capacidad inmunosupresora de las MDSCs está directamente 
mediada por el fármaco, mediante el mantenimiento de su estado de inmadurez. El efecto del IFN-ß 
sobre la expresión de F4/80 por parte de las MDSCs es dependiente de la presencia del fármaco, e 
independiente y duradero en el caso de la expresión de Ly-6C.
6.  El contenido de MDSCs del bazo se correlaciona de forma indirecta con la agresividad 
de la encefalomielitis experimental autoinmune, la pérdida de peso y el porcentaje de poblaciones 
linfoides.
7.  Un alto contenido de MDSCs del bazo está relacionado con una mayor apoptosis de 
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linfocitos T, una menor destrucción de mielina y un menor daño de los axones en el sistema nervioso 
central. 
8.  Los factores solubles secretados por MDSCs extraídas del bazo de ratones en el punto 
de máxima afectación del modelo de encefalomielitis experimental autoinmune promueven la 
proliferación, supervivencia y diferenciación de las células precursoras de oligodendrocitos hacia 
fenotipos mielinizantes, mientras que no afectan a su migración.
9.  Los factores solubles secretados por MDSCs extraídas en el pico de la encefalomielitis 
experimental autoinmune tienen un efecto potenciador de la remielinización en cultivos organotípicos 









1.  The splenic content of MDSCs is modified by the treatment with a single dosis of IFN-ß in 
the animal model of EAE. The increase in the percentage of splenic MDSCs is related to a decrease in the 
lymphoid populations.
2.  The treatment with IFN-ß produces spinal cord lesions with smaller size in the of mice with 
EAE, that are more dense and restricted to the ventral part. The reduction in size is related in a direct way with 
a higher presence of CD11b+Arg-I+ cells.
3.  The infiltrated component in the spinal cord of EAE mice after IFN-ß is enriched in Arg-I+ cells, 
presenting a more immunosuppressive phenotype as assessed by a lower Gr-1 expression and a higher CD124 
expression. 
4.  The density of apoptotic CD4+ T cells is higher in the EAE mice after IFN-ß treatment, being at 
least partially mediated by the in vivo promotion of the immunosuppressive capacity of MDSCs, as observed 
after the T cell-MDSCs co-culture. 
5.  The promotion of the MDSC immunosuppressive activity is directly mediated by IFN-ß trough 
the maintenance of their immature state. The effect of IFN-ß over F4/80 expression in MDSCs is dependent 
on the presence of the drug, and independent and long-lasting in the case of Ly-6C.
6.  The MDSC content is indirectly correlated with the aggressivity of EAE, the weight loss and the 
percentage of the lymphoid population. 
7.  A high content of splenic MDSCs is related with a higher T cell apoptosis, a lower myelin 
dysruption and a lower axonal damage in the CNS. 
8.  The soluble factors secrected by MDSC isolated from EAE mice at the peak of the disease 
promote the proliferation, survival and differentiation of OPCs toward myelinating phenotypes, whereas OPC 
migration remains unaffected. 
9.  The soluble factors secreted by MDSCs isolated from EAE mice at the peak of the disease 
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